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Zur Biochemie des Penicillium glaucum. 


Ein Beitrag zum Problem der Methylketonbildung aus Triglyceriden 
bzw. Fettsiuren im Stoffwechsel des Schimmelpilzes. 


Von 


Oskar Acklin. 
(Aus dem Hygiene-Institut der Technischen Hochschule Ziirich.) 
(Eingegangen am 4. Oktober 1928.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


II. Teil?: 
Die Bildung der Methylketone. 

Es war uns in der Hauptsache darum zu tun, in der vorliegenden 
Arbeit den Bildungsvorgang (Mechanismus des Abbaues) jener Geruchs- 
stoffe aufzukliren, welche durch die Lebenstitigkeit von Schimmel- 
pilzen, im besonderen des Penicillium glaucum aus Triglyceriden bzw. 
Fettsiuren nach dem Schema der Dakinschen Synthese entstehen: 


R.CH,.CH,COO .NH,H °3 R.CH(OH).CH, °3 R.CO.CH,, 


entsprechend den Angaben von Stdrkle*, welcher annimmt, dab die 
,Fettsiurekette* unter Abspaltung eines C-Atoms (CO,), Oxydation 
dieser Kette in f-Stellung und Weiteroxydation des Oxykérpers in 
das entsprechende Methylketon tibergefiihrt werde. 

Im weiteren erscheint es aber ebenso wertvoll und interessant, 
einen Einblick in die Funktion zwischen den besonderen Lebens- 
bedingungen und der Methylketonproduktion des Schimmelpilzes ver- 
mitten zu kénnen. Dazu wurde die quantitative Bestimmung der 
Methylketone notwendig. Dieser Umstand brachte es mit sich, dab 
die entsprechenden Untersuchungen nur mit der hierfiir besonders 
geeigneten Fettsiure bzw. dem entsprechenden Methylketon aus- 










1 Siehe I. Teil der vorliegenden Arbeit (diese Zeitschr. 202, 246, 1928). 
Ich verdanke hier Herrn Dr. Walter Schneider, Ziirich, die Ausfiihrung des 
gréBeren Teiles der vorliegenden Versuche. 

® Diese Zeitschr 151, 379, 1924. 
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gefiihrt werden konnten, wobei sich unter den zahlreichen Vert: 
aus der Reihe der Paraffin-monocarbonséuren kein einziger vorfan 
der allen Anforderungen entsprochen hitte?. 


Bevor wir nunmehr zu unseren eigentlichen Untersuchy 
iibergingen, wurden die Angaben von Sidrkle? betreffend die Bild 
der Methylketone aus den entsprechenden Fettsiuren in Form 
Ammonsalze nachgepriift. 


Versuchsanordnung. Je 5ccm steriler Nahrlésung, bestehend aus 
Glucose, 0,4°% Glykokoll, 1% Na,HPO,, 0,1°, MgSO, und mit Amm 
auf py = 7,8 eingestellt, wurden aseptisch in sterile Erlenmeyer a 250 
abgefiillt. Jeweils zwei solcher Kolben wurden mit je 0,01 g der Amu 
salze der Paraffinmonocarbonséuren von der Butterséure aufwiirts 
und mit der Myristinséiure beschickt und gegebenenfalls durch schwa 
Erwarmen im Wasserbad in Lésung gebracht oder zerteilt, dann reich|iy 
mit frischem Sporenmaterial des Penicillium- glauc.-Stammes  beimpf 
und bei 22° wihrend 10 Tagen bebriitet. Im Verlaufe dieser Zeit wurde 
die Doppelproben auf die zu erwartenden Methylketone geruchlich gepriif: 
(Vergleich mit reinen, entsprechend verdiinnten Ketonlésungen bzw 
Mischungen in der Nahrlésung). Das Resultat dieser Versuche ist in de 
folgenden Zusammenstellung enthalten: 

n Buttersiure —» Dimethylketon (Aceton) . . . . . negatiy 

n Valeriansiure —> Methylithylketon ...... . . negatiy 

n Capronsiure —» Methylpropylketon. .... . . . positiy 

n Onanthsiure —» Methylbutylketon . . . . . . . . positiv 

n Caprylsiure —» Methylamylketon ...... . . positiy 

n Pelargonsiure —> Methylhexylketon ..... . . . positiv 

n Caprinsiure --—> Methylheptylketon . ... . . . . positiy 

n Undecanséure—» Methyloctylketon ..... . . . positiy 

n Laurinsiure —» Methylnonylketon .... . . . . positiv 

n Tridecansiure—»> Methyldecylketon . ... . . . . positiv 

n Myristinsiure —> Methylundecylketon . . . . . . . positiv 


Als Ergebnis obiger Versuche kann daher festgestellt werden 
daB samtliche normale Glieder der Reihe der Paraffin-Monocarbon 
sauren vom 6. bis und mit dem 14. Gliede den Abbau zum entsprechenden 
Keton durch das P. gl. erkennen lassen. Ein solcher konnte fiir die 
beiden tieferen Glieder, Buttersaiure (Aceton) und Valeriansaure (Methiy!- 
athylketon) nicht nachgewiesen werden. 


Die diesbeziiglichen Befunde von Stdrkle fanden somit in vollem 
Umfange ihre Bestitigung, und gleichzeitig wurden sie zum unmitte! 
baren Ausgangspunkt unserer weiteren Untersuchungen. 


1 Aus finanziellen Griinden war es nicht méglich, die Versuche gleich- 
zeitig mit verschiedenen geniigend reinen, durchweg sehr teuren Fettséuren 
bzw. Triglyceriden und Methylketonen auszufiihren. 

2 Diese Zeitschr. 151, 415, 1924. 








en 


ule 


m 





Biochemie des Penicillium glaucum. PS 


Der Mechanismus des Abbaues der Paraffinmonocarbonsiuren 
zu Methylketonen. 

Nachdem obige Versuchsergebnisse eindeutig erwiesen hatten, 
dai mit Ausnahme der beiden untersten bzw. des vierten und fiinften 
(Gliedes aus allen iibrigen Gliedern der Reihe der Paraffin-Monocarbon- 
siuren durch die Lebenstitigkeit des P. gl. das entsprechende Methyl- 
keton gebildet werden kann, war es gegeben, jene Glieder bzw. Fett- 
siuren, bei welchen eine Ketonbildung nicht nachzuweisen war (Butter- 
siure und Valeriansiure), in Verbindung mit jenem ersten Gliede, 
bei dem dies der Fall ist (Capronsaure), beziiglich des Mechanismus der 
Ketonbildung in erster Linie genauer zu untersuchen 

Bereits bei Stdrkle ist darauf hingewiesen, dai die gegebenen 
Lebensbedingungen des Schimmelpilzes (Nahrsubstrat) den zur Keton 
bildung nétigen Anforderungen nicht geniigen. Ferner ist die Rede 
von einer Entstehung in statu nascendi, wobei das aber méglicher- 
weise gebildete Aceton sogleich zu Essigsiure. Kohlendioxyd und 
Wasser weiter oxydiert wiirde. 

Es ist in diesem Zusammenhang auch auf die besonderen Eigen- 
schaften des Penicilliumstammes hinzuweisen, wahrend unter Beriick- 
sichtigung der Bedingungen, welche die Dakinsche Synthese an den 
oxydativen Abbau der Fettsduren stellt, die oxydative Kraft des 
Nihrsystems von ausschlaggebender Bedeutung fiir die Bildungs- 
miglichkeit des Ketons angesprochen werden mub 

Zur Klarung der Wirkung dieser verschiedenen Faktoren wurden 
folgende Versuchsserien ausgefiihrt. 

Technisches. Je 50ccem einer sterilen Nahrlésung, bestehend aus 
1° Mannit, 0,3°% Pepton, 0,12%, MgSO, und m/5 KH,PO,/Na,HPO, 
wurden mit den entsprechenden Zuséitzen in je 5 Erlenmeyer abgefiillt, 
mit gleichen Mengen frischem Sporenmaterial des Penicilliumstammes 
aus dem ersten Teil dieser Arbeit oder des Stammes ab Trockenmilchpulver 
beimpft und bei 22° bebriitet. 


a) Versuche mit mutmaBlich das Ketonbildungsvermégen begiinstigenden 
Bedingungen im Ndhrmilieu des Pilzes. 


Versuch i. 


Die Proben enthalten je 6 Tropfen Buttersiure mit NH, neutralisiert, 





Pu 5,6 bzw. 7,6. 
Resultat : 
Pu = 5.6 Pu = 1:6 

Probe 1 Probe l 
:«- = | Nach finf Tagen weder a Nach fiinf Tagen schwaches 
3; Pilzwachstum noch Keton- %: 3, Pilzwachstum, aber keine 

- 4 bildung 4 Ketonbildung 
5 D 
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Der Nachweis des Ketons (Aceton) war geruchlich negativ; Kont;. |}! 





Abschnittes auf Ketone gepriift. Mit reinen Methylketonen erhielte: 


nach dieser Methode in einer Verdiinnung von 1 : 4000 eine deutlich posi: ive 


Reaktion (Auftreten einer in Ather blaugefarbten Nitrosoverbind ) 
Fiir alle Proben des Versuchs 1 war diese Reaktion ebenfalls nega;iy. 


Versuch 2. 

Wie Versuch 1; py = 7,6. Zur besseren Versorgung der Nahrlésw: 
mit Luftsauerstoff sind die Erlenmeyerkolben lose mit Schnitzeln yon 
Filtrierpapier angefiillt, in welchen sich die Nahrlésung kapillar verteilt. 

Resultat : 





Probe 3 Nach fiinf Tagen deutliches 
ad : Pilzwachstum  (besonders 
“ 4 auf dem Papier); keine 
” 5 Ketonbildung 





Versuch 3. 
Wie Versuch 1; pq = 7,6. Zur besseren Versorgung der Nahrlésung mit 
Luftsauerstoff sind die Erlenmeyerkolben mit nuBgroBen Bimssteinstiicken 
so weit beschickt, da8 sie zur Halfte von der Fliissigkeit bedeckt sin! 


Resultat : 
Probe 1 N a leiaed , 
2 | ach finf Tagen deutliches 
ae Pilzwachstum (besonders 
” 4 | auf dem Bimsstein). Keine 
a Ketonbildung 


Versuch 4. 


Wie Versuch 1. Zur Belieferung mit aktivem Sauerstoff sind den Proben 
je 0,05 g Natriumperborat zugegeben. 


Resultat : 





Po = > Pu = 7.6 
Probe 1 Probe 1 
oon | Nach finf Tagen weder tae | Nach finf Tagen schwaches 
. 8, Pilzwachstum, noch Keton- a Pilswac hstum, aber keine 
4 bildung . = Ketonbildung 
a a 


Versuch 5. 
Die Proben enthalten je 10 Tropfen Tributyrin + 0,1% NH,; 
Pa = 5,6 bzw. 7,6. 
Resultat : 





Pu = 5,6 Pu = 7,6 
Probe 1 Probe 1 
— |s Nach fiinf ‘Tagen schwaches i. | Nach fiinf Tagen gutes Pilz- 
. 8 Pilzwachstum, keine Keton- » 3, wachstum,aberkeine Keton 
: ‘| bildung ome bildung 
5 ee 





1 Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 35, 3099, 1902. 


weise wurde nach der Methode Piloty-Stock! in allen Versuchen . § 
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Versuch 6. 


. Die Nahrlésung enthalt die doppelte Konzentration an Mannit (2°) und 
Pepton (0,6°,); die Proben enthalten je 6 Tropfen Butterséiure mit NH, 
neutralisiert, py = 7,6. 
: Resultat : 
Probe l 


2] Nach fiinf Tagen schwaches 
‘| Pilzwachstum, aber keine 


Ketonbildung 


oe 


Versuch 7. 


Die Nahrlésung ist diejenige nach Raulin' und die Proben enthalten je 
10 Tropfen Tributyrin, pq = 5,6 bzw. 7,6, um die katalytische Wirkung 
von Eisen und Mangan zu erproben. 


Resultat : 











Pa = 5.6 Pu = 4.6 
rut 
ken Probe 1 Probe 1 
a | Nach fiinf Tagen gutes Pilz- . 21] Nach fanf Tagen sehr gutes 
. &¢ wachstum, aberkeine Keton- * 3; Pilzwachstum, aber keine 
4 bildung . | Ketonbildung 
_ = 5 
b) Versuche mit einem Penicilliumstamm mit mutmaflich fiir die Ketonbildung 
besonders geeigneten enzymatischen LEigenschaften (ab Trockenmilchpulver 
isoliert und etwa 2 Jahre darauf geziichtet). 
aia Versuch 8. 
Die Proben enthalten je 6 Tropfen Butterséure mit Ammoniak neutralisiert ; 
— Pu 7.6. 
Resultat : 
Probe 1 
. 2] Nach fiinf Tagen schwaches 
hee . 8, Pilzwachstum, aber keine 
- - 4 | Ketonbildung 
z 5 
Versuch 9. 
Die Proben enthalten je 10 Tropfen Tributyrin + 0,1% NH,; 
Pu = 5,6 bzw. 7,6. 
Resultat: 
Pau = 5.6 Pa = 7,6 
Probe 1 Probe 1 
F a | Nach fiinf Tagen schwaches oe a Nach finf Tagen gutes Pilz 
n 3, Pilzwachstum ; keine Keton- . 8% wachstum, aber keine Keton- 
4 bildung 4 | bildung 
5 5 


1 Kruse, Allgem. Mikrobiologie 1910. 
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c) Versuche, ausgehend von der Fettsdure in Form der B-Oxyverbind 





als mutmafBliche Zwischenstufe im oxydativen Abbau gemaB der Dakinsciiey 
Synthese. 


Versuch 10. 


ro 


Die Proben enthalten je 0,5°, S-Oxybuttersaiure mit Ammoniak neutral! 





PH 5,6 bzw. 7,6. 
Resultat : 
Pa = 5.6 Py = 1,6 

Probe 1 Probe 1 

, 8 | Nach finf Tagen schwaches a | Nach finf Tagen deut 
5. Wachstum, aber keine arn Wachstum, aber keine 

a Ketonbildung -re Ketonbildung 

~ ) 


Versuch 11. 
Wie Versuch 10; der Gehalt an $-Oxybutterséure betragt nur 0,25‘ 
pu = 5,6 bzw. 7,6. 
Resultat : 


Versuch Py 5,6 | 
» Pu 7.6 | 


wie Versuch 10. 


Versuch 12. 


Die Nahrlésung besteht aus 1°, Harnstoff, 0,3°, Na-Nitrat, 0,12°, MgSo, 
und 0,25°% KH,PO, + 0,25°%, £-Oxybuttersiure mit NH, neutralisiert, 


Anfangs-pqy-Zahl 5,6 (mit Ammoniak eingestellt !*). 
Resultat : 
End-py 6.8 
Probe 1 


on | Nach finf Tagen deutliches 
Pilzwachstum, aber keine 
Ketenbildung 


’ 
orm co 


Das Ergebnis simtlicher 12 Versuche ist somit ein véllig negatives 
Denn es gelang weder in saurer noch in alkalischer Reaktion, weder 
bei normaler, noch bei kiinstlich erhéhter Sauerstoffversorgung der 
Nahrsysteme, weder ohne, noch mit Katalysatoren, weder bei einfacher 
noch bei doppelter Konzentration der Nahrstoffe, weder durch den 


1 Es handelt sich um die Nahrlésung des Versuchs 4. Abschnitt 
,.Im ungepufferten Nahrsystem“ des ersten Teiles dieser Arbeit. Dieses 
Nahrsystem l46t in der ersten Wachstumsperiode die pg-Zahl bis zum 
Neutralpunkt ansteigen, welche Eigenschaft hier ausgenutzt werden sollt: 
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Penicilliumstamm, wie wir ihn im ersten Teile dieser Arbeit verwendet 

, haben, noch mit einem solchen ab Trockenmilchpulver aus Butter- 
siure in Form des Ammonsalzes oder des Triglycerids, mit Hilfe der 
Farbreaktion von Piloty-Stock oder geruchlich Aceton nachzuweisen 
Aber dies gelang auch nicht bei Verwendung von B-Oxy-Butterstiure in 
Form des Ammoniumsalzes an Stelle der Buttersdure. 


Diese Erkenntnis veranlaBte uns, den oxydativen Abbau der 
Milchsaure durch das Penicillium als Vertreter der einfachsten Oxy- 
siure fiir sich zu untersuchen und weiterhin abzuklaren, wie sich die 
§-Oxyverbindung beim oxydativen Abbau der Capronsiure als keton 
bildende Zwischenstufe verhalte. 


d) Versuche zum oxydativen Abbau der Milchsdure. 
Theoretisch betrachtet darf nach Newberg beim oxydativen Abbau 
der Milchséure angenommen werden, daB zur Hauptsache folgende 
Kérper entstehen: 
CO, + H,O 
4 


d-Milchsiure —> Brenztraubensiure —> Athylalkohol . 


' 


Acetaldehyd 


Dementsprechend wurden folgende Versuche ausgefiihrt. 





Oy Technisches. Die Nahrlésung (Harnstoff-Na-Nitrat, siehe Versuch 12) 
rt, wurde mit 0,5°% d-Milchséiure + Na,CO, versetzt; pa = 5,6 und nach 
erfolgter Beimpfung bei 22° bebriitet. Nach entsprechenden Zeiten wurde 
im Destillat bzw. Riickstand auf Brenztraubensiure. Acetaldehyd und 
Athylalkohol gepriift, sowie der Milchséuregehalt bestimmt. 
Resultat : 
B be Milchsaure 
Nach Stunden aaa Acetaldehyd Alkohol verbrauch * 
saure : 
com 0/10 NaOH 
0 — — TAL 
15 + + + 0,04 
er 
24 ++ : 6,1 
er a 
on 48 : 0.6 
nD “ ~ 
93 1,4 
140 2.4 


* Zur Titration wurden je 25ccm der Nahriésung zwecks Zerstérung der Pufferung und 
Freimachen der Milchsiure mit 2,0 com n/10 HCl versetzt, aufgekocht und nach dem Erkalten 
mit Pnenolphthalein als Indikator titriert und der Laugenverbrauch auf den Milchsaureverbrauch 
f in 50 com Niahriésung umgerechnet. 
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Aus obigen Versuchen geht hervor, daB unter den gegebenen 
Bedingungen die Milchsiure praktisch zu Kohlendioxyd und Wasser 
abgebaut wird. Denn irgendwie bedeutende Mengen Milchsaure sind 
in jenem Zeitpunkt, wo andere Abbauprodukte nachzuweisen sind 
(Brenztraubenséure—Acetaldehyd) noch nicht in den Stoffwec)hse| 
einbezogen. Andererseits ist ersichtlich, daB nur so lange die Zwischen. 
stufe dieses oxydativen Abbaues, und zwar die Ketonverbindung 
Brenztraubensdure, sich vorfindet, als der Abbau der Oxyfettsiiure 
ein noch auBerst bescheidener ist (0,1 com pro 24 Stunden!). In einer 
spiteren Wachstumsperiode kann demnach die Ketonsiure nicht 
mehr gebildet werden, oder sie ist nicht existenzfahig. 


e) Versuche zum oxydativen Abbau der B-Oxycapronsdure. 


Theoretisch betrachtet, kann angenommen werden, daB der oxy- 
dative Abbau der £-Oxycapronsaure ahnlich dem der Milchsiure vor 
sich gehen werde, so da8 wir iiber die entsprechende Ketonsiure das 
Methylpropylketon zu erwarten haben: 


C,H,CH(OH)CH,COOH — C,H,COOH,COOH 


' 
C,H,COCH, 


Dementsprechend wurden tiber den Abbau der $-Oxycapronsaure 
durch das P. gl. folgende Versuche ausgefiihrt. 

Technisches. Nahrlésung und Versuchsanordnung wie auf Seite 255 
beschrieben; auBer der geruchlichen Priifung auf Keton und jener nach 


Piloty-Stock wurden jeweils 25ccm der Nahrlésung mit Wasserdampi 
abgeblasen und dort mit p-Nitrophenylhydrazin gepriift. 


Versuch a. 


Die Proben enthalten je 0,5°% $-Oxycapronséiure mit NH, neutralisiert; 
Pu = 5,6 bzw. 7,6. 


Resultat : 





Pu = 5,6 
Nach Stunden - - — 


— ++ (Sp)7 
> ” ++ (Sp) 
== Pilzwachstum. — ** K = Keton. — + Sp = Sporen 





en 
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Versuch b. 


Die Proben enthalten je 0,05°%, §-Oxycapronséure mit NH, neutralisiert ; 








Pu 5.6 bzw. 7,6. 
Resul tat : 
Pu = 56 Pu = 46 
Nach Stunden : 
W K Ww K 
24 
2.24 
4.24 + 
6. 24 + 
Versuch c. 
Die Proben enthalten je 0,25°% §-Oxycapronsiure + 0,25°%, Capronsiure 
mit NH, neutralisiert; py 7,6. 
Resultat : 
Nach Stunden Ww K 
24 
2.24 
8.24 
4.24 + | 
6. 24 + 
Ergebnisse. 


Die vorliegenden Untersuchungen ergeben eindeutig in Uberein- 
stimmung und teilweiser Ergiinzung der diesbeziiglichen Angaben von 
Stdirkle, da®B simtliche normalen Glieder der Paraffin-Monocarbon- 
siuren im LebensprozeB des P. gl. in das entsprechende Methylketon 
iibergefiihrt werden. Ausgenommen hiervon sind die beiden untersten 
Glieder der Reihe: Buttersdéure und Valeriansdure. 

Die Ursache dieses besonderen Verhaltens dieser beiden Fett- 
siuren liegt im besonderen Bildungsmechanismus der Methylketone 
aus Fettsiuren begriindet. Diesem liegt nicht, wie Stdrkle annahm, 
die Dakinsche Synthese zugrunde, sondern es hat sich gezeigt, dab 
der Bildungsvorgang der Methylketone aus gesittigten Fettsiuren 
sehr wahrscheinlich ein Teilvorgang von ordentlich komplexen Stoff- 
wechselabliufen darstellt, wobei festgestellt werden konnte, dab die 
B-Oxystufe der Fettsaiuren nicht als Vorstufe fiir die Ketone in Frage 
kommt. Dagegen lassen die hier mitgeteilten Versuche folgende dies- 
beziiglichen Zusammenhange erkennen. 

Der Abbau der Capronsdéure verliuft stets ketonpositiv. Fiir die 
B-Oxystufe ist dies nicht der Fall; sie wird vom Schimmelpilz nicht 
in der Richtung des Ketons angegriffen, also muB der oxydative Abbau 
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zum Keton an der normalen Kette der Fettsaure stattfinden, und dies, n 
fiihrt zur entsprechenden Ketosdiure, welche unter Abspaltung yy 0 
Kohlendioxyd in der Carboxylgruppe ein C-Atom verliert, wodurch die ut 
Existenz des Methylpropylketons gegeben ist. B 

Der Abbau der Buttersdéure verlauft unter den verschiedenartig Ww 
variierten Versuchsbedingungen (s. friiher) stets ketonnegativ. fiir al 
die £-Oxystufe ist dies ebenso der Fall, also miiBte auch hier der oxy gt 
dative Abbau zum Keton an der normalen Kette der Fettsauren stati fii 
finden, was aber nicht der Fall ist, ansonst sich als Spaltungsprodukt C: 
der entsprechenden Ketosadure (Acetessigsiure) Aceton nachweisen el 
lassen miiBte. 0 

Der Abbau der Propionsdiure bzw. Oxypropionsdure (d-Milchsiure C 
verlauft derartig, daB die Ketosaiure als Zwischenstufe nur voriiber- \ 
gehend auftritt und der Abbau tiefgreifend auf die Endprodukte Kohlen. A 
dioxyd und Wasser gerichtet ist. 

Mit der Unfahigkeit der Buttersiurekette, die entsprechende F 
Ketosaure zu bilden bzw. in der Tendenz zum oxydativen Abbau ohne ; 
abbaufahige Zwischenstufen, haben wir hier das Fehlen der Keton di 
bildung zu erkliren. Als nicht abbaufaihige Zwischenstufe! fiir das (I 


P. gl. haben wir die £-Oxystufe kennengelernt. 
Es ist daher die Méglichkeit offenzulassen, daB der Abbau in 
Richtung der Oxybuttersdure gleichsam als toter Ast das Auftreten 


on 


cee as 1 
von Acetessigsiure bzw. des Acetons unméglich macht. 7 
Wir haben Grund, diese Annahme auf den Bildungsvorgang 7 
beim Abbau der anderen Fettsiuren anzuwenden, und kommen damit ' 
zu folgendem allgemeinen Schema beziiglich des Mechanismus des 
oxydativen Abbaues der Paraffin-Monocarbonsauren zu Methylketonen ; 
CO, + HO d 
R.CH,.CH(OH)CH, .COOH 
(Oxyfettsiure) C 
4 b 
R. CH, . CH, .CH, . COOH > R.CH, . CO. CH, . COOH* “26 R. CH, . COOH + CH, . COU! 
(Fettsaure) ( Ketosaure ) | i 
y Y 
R.CH,.CO.CH, + C0, R.CH,CO.CH,COOH>@ ™ 
(Methylketon) | h 
¥ 
R.CH,.CH(OH). CH, R.CH,CO.CH, + C0 
(Carbinol) 
R.CH,.CH.(OH).CH u 
* Hydrolyse. R 
Die Dehydrierung der Fettsaéuren durch das Penicillium geschieht ‘ 
in £-Stellung direkt zur entsprechenden Ketosaiure. Letztere ist |: 1 


' Fiir die Ketonbildung. 





)OH 


i> 
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nach der Art der C-Kette bestandig bzw. existiert, oder sie wird zur 
Oxyfettsaure hydriert und diese eventuell weiter bis zu Kohlendioxyd 
und Wasser abgebaut. Dagegen fiihrt die hydrolytische Spaltung der 
8. Ketosaure zu Essigsdiure und einer neuen Fettsdure mit zwei C-Atomen 
weniger in der Kette. Als Nebenreaktion kann die Ketosiure aber 
auch an der Carboxylgruppe unter Verlust von Kohlendioxyd an- 
gegriffen werden, was zur Bildung der entsprechenden Methylketone 
fiihrt. Diese ihrerseits kinnen durch Hydrierung in die entsprechenden 
Carbinole tibergefiihrt werden'. Auf diese Weise werden immer weitere, 
entsprechend niedrigere Glieder der Fettsauren bzw. Ketosiuren und 
Oxyséuren gebildet, die ihrerseits die entsprechenden Ketone bzw. 
Carbinole, sowie die Endprodukte Essigsiure, Kohlendioxyd und 
Wasser liefern. Das aufgefiihrte Bildungsschema diirfte dies zum 
Ausdruck bringen. 


Mit diesem Schema iiber den Mechanismus der Ketonbildung aus 
Fettsauren, das noch genauester Nachpriifung bedarf, sind wir in der 
Lage, ungezwungen die Beobachtungen itiber das Vorkommen und 
die Entstehung der Methylketone und der Carbinole? im Endosperm 
(Fett) der Kokosniisse, in den verschiedenen reifen Friichten (Bananen) 
oder in gewissen Fett- bzw. Kasesorten zu erklaren. 


AuBerdem kommen wir zu der interessanten Feststellung, dal 
der Abbau der Fettséuren durch das P. gl. weitgehend iibereinstimmt 
mit den Abbauvorgangen bzw. dem chemischen Verhalten der Fett- 
siuren im normalen tierischen Organismus. 


Nach Woringer* werden die gesittigten Fettsiuren im tierischen 
Organismus immer in #-Stellung oxydiert. Weiter wird daselbst auf Grund 
des eingehend zitierten Versuchsmaterials aus der Literatur berichtet, daB 
die B-Oxysaéuren nicht direkt durch Oxydation der Fettséiuren gebildet 


' C. Neuberg und A. Lewite (diese Zeitschr. 91, 257, 1918), sowie 
C. Neuberg und F. F. Nord (Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 52, 2237, 1919) 
berichten, da8 ihnen nicht nur die Hydrierung von Aldehyden der ver- 
schiedensten Reihen zu den entsprechenden Alkoholen- im Garakt von 
Hefen gelungen ist, sondern solche gelang den Verfassern auch an den 
Methylketonen, wobei sie die entsprechenden sekundaren Alkohole er- 
hielten, z. B. 
CH, .CO.C,H,—» CH, .CH(OH). C.H,, 
CH, .CO.C,H; —» CH, .CH(OH) . C,H, 


u. a. m., wobei die Verfasser betonen, da8 der biologische Charakter der 
Reaktion sich auch darin zu erkennen gibt, daB die entstandenen Carbinole 
optisch aktiv sind. Die Ausbeute betrug fiir die Carbinole nur etwa 10%, ; 
in anderen Fallen war sie héher; vgl. Neuberg und Mitarbeiter, diese Zeitschr. 
112, 313, 1920; 142, 188, 1923. 

2 Haller und Lassieur, C. r. 150, 1013, 151, 697; sowie Stdrkle, 1. c. 


% Bull. Soc. chim. biolog. Paris 811, 3, 1921. 
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werden; ferner habe sich gezeigt, daB gewisse Oxyséiuren vom tierisc)en 
Organismus viel weniger leicht angegriffen werden, als die zugrunde liegen:\en 
Fettsiuren. Es miiSten also die §-Ketosiuren als die ersten Produkte der 
Oxydation der Fettséuren angesehen werden, wobei man sich gleichzeitig 
eine ,,Reduktion®“ und eine ,,Oxydation’ vorzustellen hatte nach dem 
Schema : 


R O R 


a " . 

CH, 0 CO 

CHy CH, 

COOH COOH 
(Fettsaure) (8-Ketosiure) 


Der quantitative Verlauf des Abbaues der Capronsiure 
bzw. des Tricaproins zu Methylpropylketon. 


Nachdem die Untersuchungen iiber den Mechanismus der Keton 
bildung wahrscheinlich gemacht haben, daB die verschiedenen Glieder 
der Paraffin-Monocarbonsiuren je nach der Linge ihrer C-Atomkette 
einen verschiedenartigen Abbau erfahren, war es gegeben, dies bei 
der quantitativen Erfassung der Methylketone als Teilabbauprodukte 
dieser Kette entsprechend zu beriicksichtigen. Es konnte dies vor 
allem darin zum Ausdruck gebracht werden, daB unter den zahlreichen 
Gliedern der Saurereihe das geeignetste fiir die weiteren Versuche 
Verwendung fand, da es unsere Zeit nicht erlaubt hatte, die Versuche 
mit samtlichen Gliedern auszufihren. 

Fiir die vorliegenden Versuche wurde dementsprechend Capron- 
siure bzw. Tricaproin verwendet. Damit hatten wir jene Fettsaure 
mit der kiirzesten C-Atomkette gewahlt und so dafiir gesorgt, da! 
die tibersichtlichsten und einfachsten Verhiltnisse, die beziiglich der 
Abbauprodukte méglich sind, vorlagen. Ferner ist die relativ gute 
Zerteilbarkeit dieser Siure und deren Triglycerid in wasserigen Lésungen 
als von Vorteil zu nennen. Nachteilig dagegen muBte die besonders 
starke spezifische Giftigkeit dieser Saure gegeniiber dem Pilzwachstum 
in Erscheinung treten, wie solche in den vorgingig beschriebenen 
Versuchen bei py-Zahlen < 7,0 deutlich zum Ausdruck kommt. Weiter 
ist zu sagen, dab, nachdem wir uns entschlossen hatten, zur Bestimmung 
des Methylpropylketons dessen Nitrophenylhydrazon zu verwenden, 
dieses Hydrazinderivat das bestandigste aller iibrigen Ketone der 
Paraffin-Monocarbonsauren darstellt. 


Bestimmung des Methylpropylketons (M.p. K.). 


Zur quantitativen Bestimmung der Methylketone bzw. des Methy!- 
propylketons haben wir eine Methode ausgearbeitet, welche das Keton 
gravimetrisch im Wasserdampfdestillat als Nitrophenylhydrazon erfaBbt 
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und sie diirfte, wie die folgenden Ausfiihrungen beweisen, fiir viele, 
insbesondere fiir biologische Zwecke Verwendungsméglichkeit besitzen. 


Theoretisches. Da angenommen werden darf, daB die Ausfillung des 
Methylpropylketons als Hydrazon mittels p-Nitrophenylhydrazin-H Cl durch 
folzende Formulierung dargestellt wird: 


C,H,,0 (86) + C,H,O,N, — C,,H,,0,N, (221) + H,0, 


entsprechen demnach 86 Methylpropylketon 221 Methylpropyl-p-Nitro- 
phenylhydrazon. 

Der giinstigste Verlauf der Reaktion vollzieht sich in essigsaurer 
Lésung. Die Hydrazonausfallung ist aber zufolge der aus p-Nitrophenyl- 
hydrazin-H Cl frei werdenden Salzséure erfahrungsgemaé8 nicht quantitativ. 
Die Salzséure scheint das Hydrazon aufspalten zu kénnen. Eine praktisch 
geniigende Zuriickdringung der dissoziierten Selzsiure kann durch Zugabe 
von Natriumacetat erreicht werden. Zufolge der raschen Zersetzung, 
besonders der Hydrazone der héheren Methylketone durch Licht und Luft, 
mu8 die Ausfaillung im Dunkeln und das Trocknen des Hydrazons ebenfalls 
im Dunkeln und im Vakuum iiber Chlorcaleium vorgenommen werden. 


1. Ausftihrung der Bestimmung von Methylpropylketon in rein wdsseriger 
Lésung. 


a) Direkte Bestimmung. Das Keton wird im Erlenmeyerkélbchen 
in 25cem Wasser gelést und mit 1 ccm einer Lésung von 10% Natrium- 
acetat in Eisessig und sodann mit einer konzentrierten, wasserigen, frisch 


Versuchsergebnisse der direkten Bestimmung. 





Angewen- mg Hydrazon Angewen- mg Hydrazon 
detes M.p.K — —___—— detes M p K. 

mg erhalten Mittel berechnet mg erhalten Mittel | berechnet 
5 14 30 75 
5 12 30 77 
5 13 13 12,7 30 76 75,2 76,5 
5 13 30 74 
5 13 30 74 

10 26 40 190 

10 26 40 100 

10 26 25,8 25,5 40 99 99,0 102 
10 26 40 97 

10 25 40 99 

15 36 50 129 

15 39 50 121 

15 38 37,4 38,25 50 128 125.6 127,5 

15 37 50 126 

15 37 50 124 

20 49 100 | 216 

20 56 100 «=| «(218 

20 51 51,4 51 100 222 219.8 255 

20 52 100 =| =— 220 

20 49 1 100 218 
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bereiteten, filtrierten Lésung von p-Nitrophenylhydrazin-HCl verset 
Man 146t das Reaktionsgemisch unter haufigem Umschwenken 2 Stu: ' 
im Dunkeln stehen. Dann wird das Hydrazon auf einem gewogenen 
hairteten Filter gesammelt*. Im Erlenmeyerkolben verbliebene An 
des Niederschlags werden mittels Filtrat auf Filter gebracht. Das Hydrazon 
wird mit 10 bzw. 20 ccm Wasser ausgewaschen und die Fliissigkeit mit de; 
Saugpumpe méglichst vollstandig entfernt. Filter und Niederschlag were 
im Vakuum iiber Chlorealcium mindestens 5 Stunden getrocknet und 
tarierten Wageglas gewogen. Die erhaltenen Resultate sind in vorste! 
der Tabelle zusammengestellt. 


b) Bestimmung des Methylpropylketons nach Abblasen mit Wasserdan 
Durch vergleichenae Bestimmungen wurde festgestellt, daB bei Abblasen 
von 25cem Wasserdampfdestillat aus 200 ccm wiasseriger Methylpropy!- 
ketonlésung das Keton quantitativ ins Detillat iibergeht, wie die Resultat: 
in folgender Tabelle zeigen. 


Versuchsergebnisse tiber die Bestimmung des M. p. K. nach 
Abblasen mit Wasserdampf. 





mg Hydrazon erhalten 


ae 
M p.K ; 
mg ~— direkt berechnet 
. 1 12 a 
5 11 13 12,75 
10 24 26 oot 
10 25 25 29,5 
20 49 50 
20 49 5l ) 
59 120 126 2s 
50 124 128 6/,o 
100 215 218 es 
100 216 220 255 


Die erhaltenen Hydrazonwerte zeigen, dab bei der unter la und } 
beschriebenen Versuchsanordnung die Isolierung des Methylpropy! 
ketons und die Ausfallung mit p-Nitrophenylhydrazin-HCl eine voll 
stindige ist, wenn die Menge des vorhandenen Ketons 50 mg nicht 
iibersteigt. Dort, wo im biologischen Milieu héhere Ausbeuten zu 


' Es kann vorkommen, da die Farbe des Reaktionsgemisches braunlic! 
ist. Diese Farbung mu8 vor dem weiteren Verarbeiten des Hydrazo: 
niederschlags durch Zusatz von | ccm Eisessig in ein reines Gelb iibergefiihr 
werden. 

* Mengen von weniger als schétzungsweise 20 mg Hydrazon werden 
auf einem Filter von 5cm Durchmesser, gréBere auf einem solchen von 
7em Durchmesser gesammelt. Dies hat sich als notwendig erwiesen, wn 
den Lésungsverlust beim Auswaschen der geringen Mengen gegeniiber d: 
gréBeren Mengen proportional zu gestalten. 
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erwarten sind, wird die Ketonmenge durch entsprechende Verdiinnung 
des Milieus auf die fiir die quantitative Bestimmung in Frage kommenden 
Werte in den Bereich von 50 mg gebracht. 


Die Genauigkeit, d.h. die unterste Konzentration, in der das 
Methylpropylketon vorhanden sein mu6b, um quantitativ erfaBt zu 
werden, ergibt sich zu 1: 2500. 


2. Die Ausfiihrung der Bestimmung des Methylpropylketons 
im biologischen Milieu. 


200 cem der gegebenenfalls verdiinnten Kulturfliissigkeit werden in 
einen Rundkolben gebracht und mit verdiinnter Schwefelséiure schwach 
angesiuert *, Etwa 25 ccm werden mit Wasserdampf in eine entsprechende 
Peligotréhre, die etwa 15 ccm Wasser enthilt, abgeblasen. Das Destillat 
wird in Erlenmeyerkolben mit leccem einer Lésung von 10% Natrium- 
acetat in Eisessig und sodann mit einer konzentrierten, wiasserigen, frisch 
bereiteten Lésung von p-Nitrophenylhydrazin-HCl versetzt. Man labt 
das Reaktionsgemisch unter hiufigem Umschwenken 2 Stunden im Dunkeln 
stehen. Dann wird das Hydrazon auf einem gehiarteten, gewogenen Filter 
von zweckmaBiger GréBe gesammelt. Im Erlenmeyerkolben verbliebene 
Anteile des Niederschlags werden mittels Filtrat® auf Filter gebracht. 
Das Hydrazon wird mit 10 bzw. 20 ccm Wasser gewaschen und die Fliissig- 
keit mit der Saugpumpe méglichst vollstandig entfernt, Filter und Nieder- 
schlag werden im Vakuum iiber Chlorcalcium mindestens 5 Stunden im 
Dunkeln getrocknet und im tarierten Wageglas gewogen. 

Nachdem unsere friiheren Untersuchungen gezeigt haben (s. I. Teil 
dieser Arbeit), daB die maximale Ausnutzung eines Systems mit er 
héhter C- und N-Quelle ausschlieBlich in der sauren Cy-Phase erfolgt 
und sich schlieBlich jenem Werte nahert, welcher fiir ein nur halb so 
nihrstoffreiches System festgestellt werden kann, wihrend sich um 
gekehrt fiir das nahrstoffarmere System eine maximale Ausnutzung 
jenseits des Neutralpunktes ergab, war es gegeben, den quantitativen 
Verlauf der Ketonproduktion, sowohl unter dem EinfluB verschiedener 
Konzentration der Nahrstoffe, als auch unter jenem verschiedener 
H-lonenkonzentration im Nahrsystem zu untersuchen. Ferner war 
es nétig, zufolge der bedeutenden spezifischen Giftigkeit der Capron- 
siure, deren Konzentration in den Versuchen ebenfalls zu variieren. 
Da nun aber bei einer py-Zahl < 7.0 ein Wachstum des Pilzes bei 
Anwesenheit von Capronsaiure nicht mehr auftritt, muBten sich unsere 
Untersuchungen beziiglich der Capronsaure auf die alkalische Cy-Phase 
beschrinken, wohingegen das Triglycerid in beiden Reaktionsphasen 
Verwendung finden konnte. 


1 Was mittels eines Tropfens Indikatorfliissigkeit festgestellt wird. 
2 Was nétig ist, um den Lésungsverlust beim Auswaschen auf einem 
Minimum zu erhalten. 
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Endlich war die Wirkung des Hamins als Katalysator auf dey 
Ketonumsatz zu untersuchen. 
Im folgenden werden die angefiihrten Versuche beschrieben. 
Technisches. Je 200ccm der sterilen, avs Mannit, Pepton, 0,)2 
MgSO, m/5 KH, PO,/Na,HPO, und aus den entsprechenden Zusiitzen 
bestehenden Nahrlésungen wurden in sterilen Doppelschalen (30 em Durc! 
messer) ausgegossen, mit 2 ccm einer Sporenaufschwemmung des norma |er 
Penicilliumstammes beimpft, bei 22° bebriitet und nach gegebenen Zeiter 
darin das Keton bestimmt. 
Versuch 1. Die Nahrlésungen enthalten: 
A = 1% Mannit und 0,3% Pepton 
B= 3% ™ » 0,6% *” 


‘ = 0 0 
( 2% ” » 2,0% ” 


Die Nahrlésungen A, B und C enthalten je 0,25 bzw. 0,5 bzw. 1,0 
Capronséure mit NH, neutralisiert; pq = 7,6. 


Methylpropylketon (Milligramm pro Gramm Capronséure). 





Capronsaure Capronsaure 


0,25 jo 0,5 %o 1,0 %o 0,25 0.5% | 10% 


Nach 2.24 Stunden. Nach 10.24 Stunden. 
11,4 5,1 0,0 64,6 45.9 25.5 
7,8 0,0 7.8 39.7 23,4 
8,6 3,9 ; 31,9 82.7 | 245 
Nach 4.24 Stunden. Nach 12.24 Stunden. 
95,6 65.8 15,1 13,2 4.2 29.0 
81,7 60,0 : 14,0 21.0 29,6 
99.6 28.0) 7, 18,1 17,9 32,9 
Nach 6. Stuaden. Nach 14.24 Stunden. 
50,1 65,0 d 8,6 11.8 | 27 
38,9 69,1 . 8.6 22.2 27,8 
93,4 68,7 © 0,0 10,5 23.4 


Nach 8.24 Stunden. Nach 18 . 24 Stunden. 


54,5 61,9 19,9 i — 23,4 
32,4 51,4 21,5 3 - — 24,3 
63,8 37,4 26,0 C - _ 13,6 





Versuch 2. ‘ Die Nahrlésung enthalt 1° Mannit und 0,3°% Pepton, 
sowie 0,5% Tricaproin entsprechend 0,16°%, Capronséure und 0.01% NH,. 








Pu = 42 Pu = 7,6 
| | Nebsa ] 


Nach Std. Nach Std. | Nach Std. | 

. 24 0 14.24 287,0 . 24 14.24 352,7 

. 24 189,7 16 . 24 182.4 . 24 16.24 | 1994 

. 24 248.1 18 . 24 221.0 . 24 206, 18 . 24 90,0 

. 24 229.5 20 . 24 175,1 . 24 20 . 24 60,8 
801.6 2.24 
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den Versuch 3. Versuch 2 in ungepufferter Nahrlésung. 

Anfangs-py 7.6. 
12 Nach 4.24 Std. . . 0 Nach 12.24 Std... 294,3 
tzen = ‘ 68,1 >. ae > 170,3 
ro} on. = « 407,7 » Stsihie 131.3 
ales a ae 4865 - ome « : 201,9 
“iter 


Versuch 4. Die Nahrlésung B (siehe Versuch 1) enthalt 0,5°, Capron- 
jure mit NH, neutralisiert + 4ccm Haminlésung! pro 1l00cem. Zur 
Kontrolle wurde gleichzeitig der Ketongehalt des entsprechenden hamin- 
sen Nahrsystems bestimmt. 





Mit Hamin Kontrolle 
0 
Nach 3.24 Std 23,4 19,5 
—. ae 70,0 58,8 
5 Sueete , 71,5 60,3 
nS: a os 58,8 50,7 
_— , Be, ‘ 21.4 19,5 
= Ergebnisse. 
5 Die vorliegenden Versuche iiber den quantitativen Verlauf des 
4 \bbaues der Capronsaure bzw. des Tricaproins zu Methylpropylketon 
5 lassen mit aller Deutlichkeit die weitgehende Abhangigkeit dieses 
Verlaufs sowohl von der Konzentration der Capronsiure selbst, als 
0 wich von der Konzentration der Nahrstoffe und der H-lonenkonzen 
; tration im Nahrsystem erkennen. 
Betrachten wir vorerst die Wirkung der Konzentration der Capron- 
7 sure auf die Menge des gebildeten Ketons, so ergibt sich, dab die 
: iedrigste Konzentration die giinstigste Ketonausbeute zeitigt. Und 
war gilt dies sowohl beziiglich der absoluten als beziiglich der in der 
‘ Zeit gebildeten Ketonmenge. Wir beobachten bei 0,25 °., Capronsiure 
3 bereits nach 4 Tagen mit 100mg Methylketon den héchsten Keton 
5 imsatz, und zwar wird er in der Nahrlésung C erreicht, d. h. bei der 


hichsten Konzentration der Nahrstoffe. Bei 0,5°,, Capronsaure er 
—_ kennen wir erst nach 6 Tagen den maximalen Ketonumsatz von nur 


Hs 70mg, welcher in der Nahrlésung B und C erreicht wird. Bei 1° 
Capronsiure endlich tritt erst nach 12 Tagen ein noch niedrigerer 
maximaler Ketonumsatz von nur 30 mg auf, der diesmal allein in der 
Naihrlésung C erreicht wird. Wir haben also bei den verschiedenen 

7 Capronsiurekonzentrationen folgende maximale Ketonausbeuten in 

A Prozenten ausgedriickt : 

8 


' Haminlésung |: 1000 in m/50 Na,H PO,. 
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Konzentration der Ausbeute an 
Capronsaure Methylpropylketon 
%lo %o 
0,25 10 
0,5 7 
1,0 3 


Diese Ergebnisse sind im Nahrsystem mit einer H-Ionenkonzen 
tration pq = 7,6 erhalten worden. Entsprechende Resultate mit freier 
Capronsiure in einem Nahrsystem mit bedeutend gréBerer H-lonen 
konzentration (z. B. py = 4,2) konnten zufolge der groBen spezifischen 
Giftigkeit der Capronsiure gegeniiber dem Wachstum des Schimmels 
nicht ausgefiihrt werden. Dagegen war es miglich, bei Verwendung 
von Tricaproin (Versuch 2), dieser Frage naher zu treten. 

Bei Verwendung der Capronsaure in Form des Triglycerids (0,5 
Tricaproin entsprechend 0,16°, Saure) ist im Nahrsystem (A) mit 
der H-Ionenkonzentration py = 7,6 eine noch bedeutend bessere 
Ketonausbeute vorhanden. Wir kénnen bereits am siebenten Tage 
267 mg Keton feststellen. Dieser Wert stellt aber nicht die maximale 
Ausbeute dar. Diese betrigt vielmehr 352 mg am 14. Tage, und die 
Ketonproduktion betrigt am 20. Tage noch 60mg. Driicken wir die 
maximale Ketonausbeute auch hier in Prozenten des vorhandenen 
Tricaproins bzw. Capronsiaure aus, so ergibt sich fiir eine Konzentration 
von 0,16 °, Capronsiure im Maximum eine Ausbeute an Methylpropy!- 
keton von 35°. 

Ahnlich giinstige Verhiltnisse sind hier im Nihrsystem mit einer 
H-Ionenkonzentration von py = 4,2 vorhanden. Wenn auch die 
maximale Ketonproduktion nur 300mg am 12. Tage betrigt, ent 
sprechend 30°, Ausbeute an Methylpropylketon, so sind diese Werte 
immer noch rund dreimal gréBer als sie bei Verwendung von 0,25 
freier Capronsiure gefunden worden sind. 


Noch ergiebiger verlauft die Ketonproduktion im ungepufferten 
System, wie Versuch 4 zeigt. Das Nahrsystem A mit der H-Ionen 
konzentration von py = 7,6 liefert bei 0,5°,, Tricaproin bzw. 0,16 
Capronsiure nach 10 Tagen die hdéchst beobachtete Ketonmenge 
iiberhaupt von 486 mg, entsprechend einer Ausbeute an Methylpropy! 
keton von 48°. 


Untersuchen wir nunmehr die Wirkung der Nahrstoffkonzentration 
auf den Verlauf der Ketonbildung, so erkennen wir, daB sich eine 
solche in einem Nahrsystem mit der pg-Zahl von 7,6 deutlich feststellen 
148t. Das Nahrsystem mit‘ der niedrigst angewendeten Konzentration 
der C- und N-Quelle (A) erzeugt durchweg die niedrigere maximale 
Ketonmenge als jene Systeme mit héherer Konzentration. Dagegen 
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ist zu sagen, daB die durchschnittlich gebildeten Ketonmengen auch 
bei geringerer Konzentration der Nahrstoffe ahnliche, ja teilweise 
sogar héhere Werte darstellen, als dies bei gréBerer Nahrstoffkonzen- 
tration der Fall ist. Auf alle Fille ergibt sich, daB es immer das Nahr- 
system mit der héchsten Konzentration der Nahrstoffe ist (C), welches 
die maximalen Ausbeuten liefert. Jenes Nahrsystem (8), das sich 
durch einen um zwei Drittel geringeren Peptongehalt von dem oben 
genannten unterscheidet, nimmt teilweise eine Mittelstellung ein, 
teilweise sind die Ketonausbeuten in ihm sogar geringer als jene im 
System mit der niedrigsten Konzen- 
tration der Niahrstoffe (A). Die 


























{70 
Sw Abb. 1, 2 und 3 erliutern das 
N lo. > 
Sa Gesagte. 
s 
+7 . 70; 

, > 
ea 4 S 
8 S 
3 50 = e: 
N = 
> #0} +3 
N NaS 
N ee 
S50 S& 
>» Sy 
& a es 
: v 
N I e * 
ed + > ~ + Ny 70) 

gues = oe | oW—4 - 

—_— a aw oe é ¢ 6 & 0M T2 
Jage Tage 
Abb. 1. (0,25 °/9 Capronsiure.) Abb. 2. (0,5 °/, Capronsaure.) 





b3 


s 











S 0 @ WwW 6% © 
age 





ong Methy/propy/sefon 
pro g Capronsaure 
§_& 


S 
i) 
. 
a 


Abb. 3. (1,0 °/>5 Capronsaure.) 


Von einer ausgesprochenen Wirkung des Hamins als Katalysator 
auf den Verlauf der Ketonproduktion (Versuch 4) kann im Nahr- 
system A bei einer py-Zahl von 7,6 nicht gesprochen werden. Wohl 
sind gegeniiber dem himinlosen Niahrsystem in jedem Zeitpunkt der 
Untersuchung erhéhte Ketonmengen nachzuweisen. Die Erhéhung 
ist aber durchweg eine so geringe (maximale Di‘ferenz etwa 10 mg 
Methylpropylketon) und der Charakter des Bildungsverlaufs ein dem 
himinlosen Nahrsystem so ahnlicher, daB hier von einer katalytischen 
Wirkung des Himins praktisch nicht die Rede sein kann. 


i8* 
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Ausgepragter dagegen lat sich eine Wirkung des ungepufferten 
Nahrsystems auf den Verlauf der Ketonproduktion erkennen. Zum 
richtigen Verstandnis dieser Wirkung treten wir daher naher auf ey 
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Abb. 4. (0,5 °/9 Tricaproin.) 


Verlauf der Ketonbildung im entsprechenden gepufferten Nahrsystem 
ein (Versuch 2). 

Die Capronsiure liegt hier in Form des Triglycerids vor und wir 
kénnen den EinfluB der H-lonenkonzentration auf den Verlauf des 
Ketonabbaues deutlich erkennen, und er macht sich durch zwei wesent- 
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liche Momente bemerkbar. In der sauren Cy-Phase (py = 4,2) erreichen 
die an den entsprechenden Tagen gebildeten Ketonmengen bis zum 
6. Tage durchweg bedeutend niedrigere Werte, als in der alkalischen 
Phase (pu = 7,6). Vom 16. Tage an sinkt die Ketonproduktion in der 
alkalischen Cy-Phase rasch ab, wahrend in der sauren Phase sie 
weiterhin auf dem Wert des 16. Tages verbleibt. Als weitere Eigen- 
tiimlichkeit, nicht nur der alkalischen Cy-Phase, sondern des Verlaufs 
beim Ketonabbau des Tricaproins tiberhaupt, ist das ,,zickzackartige’ 
{nsteigen der Ketonproduktion bis zum Maximalwert zu nennen, wie 
dies vor allem deutlich in Abb. 4 zum Asudruck kommt. Die saure 
Cy-Phase laBt einen ahnlichen ,.Zickzackverlauf‘’ erkennen, wobei 
aber gleichsam eine Phasenverschiebung vorzuliegen scheint, die die 
Richtung der Ketonproduktion in den beiden Cy-Phasen in einem 
entgegengesetzt gerichteten Rhythmus verlaufen labt. 

Die Ketonproduktion im ungepufferten Nahrsystem (Versuch 3) 
ist nun dadurch ausgezeichnet, da das erreichte Maximum jenes um 
mehr als 100 mg im ungepufferten System tiberschreitet. Dabei ist 
kein riicklaufiger oder ,,zickzackartiger‘’ Verlauf der Ketonkurve, 
wie solche in Abb. 4 dargestellt ist, zu erkennen, sondern ein unmittelbar 
steiles Ansteigen und ein ebensolches Abfallen. 


Wenn wir am SchluB unserer Ausfiihrungen versuchen, eine Vor- 
stellung vom Wesen des Abbaues der Fettsiuren bzw. Triglyceride 
zu Methylketonen durch das P. gl. zu geben, so miissen wir gestehen, 
da} dies zurzeit nur bis zu einem gewissen Grade méglich ist. Es riihrt 
dies davon her, daB hier gezeigt werden konnte, dab der Abbau der 
Paraffin-Monocarbonsauren zu Methylketonen in quantitativer und 
qualitativer Hinsicht verschiedenartig vor sich gehen mub, entsprechend 
der Lange der abzubauenden C-Kette nach dem vorhandenen Vertreter 
aus der Reihe der Fettsiuren. Hieraus ergibt sich denn auch, dab die 
Funktionen zwischen den besonderen Lebensbedingungen und der 
Methylketonproduktion des Schimmels nur beziiglich der einzelnen 
C-Ketten fiir sich Giltigkeit haben kénnen, und es ist somit von der 
Capronsaure folgendes zu sagen: 

In der sauren Cy-Phase (Tricaproin!) bleibt die Ketonausbeute 
im Verlauf der langeren Dauer des Versuches betrachtlich hinter jener 
in der alkalischen Phase zuriick. 


Die Wirkung der Nahrstoffkonzentration ist in dem Sinne erkannt 
worden, daB die niedrigste Konzentration der C- und N-Quelle stets 
niedrigere maximale Ketonmengen erzeugt als dies héhere Nahrstoff- 
konzentrationen tun, wobei es sich gezeigt hat, dab ein bestimmtes 
Konzentrationsverhaltnis zwischen den beiden Nahrstoffkomponenten 
die GréBe der Ketonproduktion beeinflubt. Gleichzeitig wurde erkannt, 
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da die maximale Produktion des Ketons in jenem Zeitpunkt der 
Nahrsysteme erfolgt, wo deren optimale Erntewerte erzeugt wurden 
(Tricaproin !). 

Die Ausbeuten an Methylpropylketon sind bei der Capronsiure 
stark abhangig von deren Konzentration im Nahrsystem, und zwar 
ungefahr im umgekehrten prozentualen Verhaltnis derselben. (0,25 
Capronsiure entsprechen einer Ketonausbeute von 10°%,.) Bei Ver. 
wendung von Tricaproin werden in der sauren Cy-Phase maximale 
Ketonausbeuten von 30°, in der alkalischen Phase solche von 35 
erreicht. Im ungepufferten Nahrsystem steigt die maximale Keton- 
ausbeute auf 48°. 

Eine katalytische Wirkung von Hamin auf das Ketonbildungs 
vermégen konnte nicht festgestellt werden. 











Zur Trennung und Bestimmung 
yon Blutbestandteilen unter Benutzung selektiver Adsorption. 


Von 


B. Sjollema und A, Emmerie. 


(Aus dem Laboratorium fiir medizinische Veterinirchemie der Reichs- 
universitat Utrecht.) 


( Eingegangen am 6. Oktober 1928.) 


Im vorigen Jahre! hat der eine von uns (Sjollema) angegeben, wie 
in Blutfiltraten durch Benutzung von Adsorbenzien Glucose von 
Lactose getrennt werden kann, und daB auch andere reduzierende 
Blutbestandteile sich mittels Kohle [Carbo medicinalis Merck (neu) in 
schwach saurer Lésung (\, °,ige Essigsaure)}] von Glucose trennen lassen. 

Es wurde damals schon der Wunsch geaéuBert, Adsorbenzien zu 
besitzen, die keinen 8, P oder N enthalten, damit die Anwendung von 
Adsorbenzien und die Bestimmung dieser Elemente in den verschiedenen 
Filtraten ein Mittel zur Bestimmung von Blutbestandteilen sein kénne. 

Es muBte also nach anderen Mitteln als Tierkohle gesucht werden. 
Wir haben die Brauchbarkeit von mehreren Adsorbenzien fiir diesen 
Zweck untersucht. An erster Stelle wurde nach Warburg? aus Benzoe- 
siure unter Zusatz von Kaliumcarbonat Carbonatkohle dargestellt. 

Diese Versuche bewiesen, daB mit dieser aus Benzoesiure und 
Kaliumearbonat bereiteten Kohle Glucose von Lactose getrennt werden 
konnte, und daB von den anderen reduzierenden Blutbestandteilen 
unter passenden Bedingungen Ergothionein (Thiasin), Glutathion, 
Na-Urat und Kreatinin gebunden wurden; dab hingegen die Glucose, 
die Hexosemonophosphate (sowohl das von Neuberg als das von Robison) 
und das Hexosediphosphat in Lésung blieben. 

Die Anwendung dieser Kohle verursachte aber Schwierigkeiten. 
Erstens zeigten die Filtrate eine kleine Eigenreduktion. Die Kohle gab 
also ein wenig reduzierende Stoffe ab, sowohl an verdiinnte Essigséure 


1 Diese Zeitschr. 182, 453, 1927; 185, 355, 1927; 188, 465, 1927. 
? Ebendaselbst 119, 162, 1921. 
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wie an Wasser plus Ather', und zweitens erhielten wir bei der \ ey 
kohlung der Benzoesiure eine schlechte Ausbeute. 

Es ist uns, nachdem wir mit anderen von uns dargestel!tey 
Praparaten keine vollig befriedigenden Resultate erhielten, gelunge 
in folgender Weise ein Adsorbens darzustellen, das fiir unsere Zweck; 
brauchbar war?. 

Wir gehen vom Kandis also Zucker in Form von groBen, gut 
auskristallisierten, vollkommen durchsichtigen Kristallen aus*® und 


reinigen diesen Zucker dadurch, daB eine gesattigte wasserige Lésiny 
mit Alkohol von 96°, niedergeschlagen wird. Der durch Presse 
zwischen Filtrierpapier und nachher durch Erhitzen im Trocke: 
schrank auf etwa 80° getrocknete Zucker wurde mit sehr reinem Kaliun 
carbonat und sorgfaltig gereinigtem Kaliumsilicat gemischt*, und zwa 
auf 100 g Zucker 3 g Carbonat und 3 g Silicat®. 


In Porzellan- oder Platinschalen wird die Mischung mit klein 
Flamme vorsichtig auf dem Sandbad verkohlt. Man bringt immer 
eine kleine Menge der Mischung zu gleicher Zeit in die Schalen, z. |} 
etwa 5g, und riihrt die Masse fortwahrend mit einem Platindraht un 
Diese allmaihliche Verkohlung wird erst beendet, wenn kein starkes 
Aufblahen mehr stattfindet. 

Die braunschwarze Masse wird zerrieben und in einer Platinschak 
mit Deckel erhitzt. Der Boden der Schale soll schwach rotgliihend 
sein. Wenn keine Dampfe mehr entweichen, wird noch kurze Zeit 
gegliiht und dann nach Abkiihlen mit vollkommen reiner Salzsaure 
von 10%, einige Zeit gekocht, abgesaugt und mit kochendem Wasser 
so lange gewaschen, bis das Waschwasser keine Chlorreaktion mehr gibt 
Nachdem die Kohle auf etwa 100° vollstandig getrocknet ist, wird si 
noch wahrend einiger Minuten (10 bis 15) auf kleiner Flamme in einer 
Platinschale mit Deckel gegiiiht, wobei der Deckel einige Male entfernt 
und die Masse mit einem Platindraht durchgeriihrt wird. 


1 Es ist uns nicht gelungen, durch Behandlung mit Wasser und mit 
Wasser und Ather und nachheriges Trocknen und Gliihen die Eiger 
reduktion der Kohle loszuwerden. 

2 Warburg und Brefeld haben aus Zucker, Kaliumsilicat und Kaliun 
earbonat in dahnlicher Weise eine Kohle bereitet. 

* Mit gutem Erfolg haben wir auch einmal Saccharose puriss. vo 
Merck verwendet. Dieser Zucker wurde noch von uns gereinigt durc! 
Niederschlag aus einer gesattigten wasserigen Lésung mit 96 °,igem Alkoho! 

* Zuckerkohle, ohne Silicat und Carbonat dargestellt, war niclit 
brauchbar. Wir erhitzten bei der Darstellung auf verschieden hohe Tem 
peraturen. 

5 Es sind von uns Mischungen von Zucker, Silicat und Carbonat 
verschiedenen Verhaltnissen benutzt. Die hier empfohlene hat unsere: 
Zweck am besten gedient. 





un 


irkes 


chale 
rend 
Zeit 
Aure 
pSSeT 
ribt 
1 sie 
“iner 


ernt 


ye! 
jun 
ure! 


he 


acht 





Trennung und Bestimmung von Blut bestandteilen 204 


Die Ausbeute ist gewOhnlich 15 bis 18 °,, (auf den Zucker berechnet ') 


Weil wir auch die schwefelhaltigen Blutbestandteile bestimmen 
wollten, kam es darauf an, nur schwefelfreie Substanzen fiir die Dar- 
stellung der Kohle zu verwenden. Fiir den Zucker und fiir das Carbonat 
lieferte das keine Schwierigkeiten. Ein schwefelfreies Silicat konnten 
wir aber kauflich nicht bekommen?. Es wurde wie folgt hergestellt. 
Wir machten eine konzentrierte Lésung von reinem Kaliumsilicat. 
die unter fortwaihrendem Riihren in Salzsiure von 10°, (es wird ein 
kleiner UberschuB der Siure genommen) gegossen wurde. Der Nieder- 
schlag wird zentrifugiert und mehrmals durch Suspendieren in Wasser 
und Abhebern vollstandig chlorfrei gemacht. Die auf dem Wasserbad 
und nachher im Trockenschrank auf etwa 105° getrocknete Kieselsiure 
sie enthielt 87°, SiO,-Ghihrest) wird in einer dquivalenten Menge 
einer konzentrierten Lésung von Kalilauge unter Erhitzung geldst. 
Die Lésung wird auf dem Sandbad zum Trocknen erhitzt und fein 
gerieben. 

Wir stellten mehrmals in der oben beschriebenen Weise eine 
praktisch schwefel-, stickstoff- und phosphorfreie Kohle dar; die mit 
reiner verdiinnter Essigsiure dargestellten Extrakte zeigten nach 
der Methode von ter Meulen*® zur S-Bestimmung ein negatives Resultat 
Die Mikrokjeldahlbestimmung (titriert mit n/100 NaOH) zeigte einen 
zu vernachlassigenden Stickstoffgehalt an. Auch Phosphor wurde nach 
dem Destruieren nach der von Stanford und Wheatley* modifizierten 
Methode von Bell, Doisy und Briggs untersucht. Die Firbung war 
dieselbe wie beim Blindversuch. Gewodhnlicher Eisessig ist schwefel- 
haltig. Wir haben unsere Essigsiure mit reiner Phosphorsiure und 
aus reinem Natriumacetat destilliert. 


Fiir unsere Versuche mit reinen Lésungen von Blutbestandteilen 
haben wir immer auf 25 ccm Lésung 0,1 ccm Eisessig und | g Kohle 
(also Zucker-Silicat-Carbonatkohle) benutzt. Nach einer halben Stunde 
(dann und wann wurde geschiittelt) wird abgesaugt und mit verdiinnter 
Essigsiure (0,.4°.ig) bis auf 35 cem nachgewaschen®. 


' Bei einer spateren Darstellung erhielten wir eine Ausbeute von 
nur l1°%. Diese Kohle enthielt also mehr Salze und forderte mehr Essigsiiure, 
um die Bindung der Glykcse vorzubeugen. Statt 0.4 °4ige Essigsiure 
muBte hier eine 0,75 °,ige verwendet werden. 

2 Das spiiter von Merck bezogene Kaliumsilicat puriss. war S-, P- 
und N-frei. 

’ Nouvelles Methodes d’analyse Chimique Organique pa: H. ter Meulen 
et J. Heslinga.’ Paris, Dunod, 1927. « Siehe auch Rec. des Trav. Chem, 
d. P. B. 1922, S. 112; Chem. Weekblad 1925, 8. 98. 

* Biochem. Journ. 19, 697, 1925. 

5 Wir benutzen dabei Saugréhren, die fiir 35 cem einen Strich haben. 
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Wir erhielten mit dieser Kohle folgende Resultate!: 





Reduktion nach Schitte|; 


Lésung Reduktion mit Kohle + Essigsaure 
(Filtrat B) 

eo. 4. ok es ke 192 * 102.6 

Ce \, we eS SU ol ws 4 69,6 34,7 ** 
ye a 76.9 5,1 
a a ty ide Tilt cas ok at <i 219.5 9,0 
Glutathion 0,05 9) lean 26,5 *** 09 
(+ 0,07 ° oo) nach Reduktion 41,4 *** 1,5 
Ni eubergs Hexosemonophosphat 0,95 oo 19,0 19,3 
Robisons 0,05 loo 17,3 17,6 
F ructose-diphosphat O0B Yen. ss 11,6 11,7 
reatinin O©06%nt ......... 29,4 5,9 
Na-Urat 0,05 % » . . oh sie 22.3 2,2 
Glutathion + Thiasin (beide 0,1 oy ; 124,0 7,9 

Glucose + Thiasin (beide 0,05 ° leo) ee 86,4 52,0 tt 


* Alle Zahlen geben an, wie gro die Reduktion im Vergleich zu der von 100 mg Glucose 
war. Es hatte also fiir Glucose 100 gefunden sein miissen Wir benutzten zur Bestimmung des 
Reduktionsvermégens immer die Methode von Hagedorn und Jensen in der frither, siehe oben 
angegebenen Weise. 

** Diese Kohle eignet sich also nicht zur T g von Glucose und Lactose, wenn dic 
Lésung 0,4°/, Essigsiure enthiilt. 
*** Unser Glutathion ist nicht rein, wie die Stickstoff- und Schwefelbestimmungen zeigten, 

+ Kreatin wurde nicht untersucht, weil es cin nur sebr kleines Reduktionsvermégen hat 

tt Nur Thiasin wird gebunden und Glucose (0,05°/99) bleibt im Filtrat. 0,05°/o9 hat eine 
Reduktion von etwa 51. 





Die Eigenreduktion dieser Kohle war nur 0,5. Zur Feststellung 
des Reduktionsvermégens von 25ccm Extrakt [mit verdiinnter (0,4- 
®, iger) Essigsiure durch Waschen auf 35 ccm gebracht] haben wir 
also eine Korrektion von 0,5 machen miissen. 

Wie aus obenstehenden Zahlen hervorgeht, bindet diese Kohle 
aus einer 0,1°/,,igen Lésung keine Glucose?. 

Thiasin (Ergothionein) und Glutathion hingegen werden nahezu 
volistandig aus einer Lésung, die 0,1°/5, Thiasin bzw. 0,05°/,, Gluta- 
thion enthalt, entfernt. Mischungen von Glucose und Thiasin und von 
Glutathion und Thiasin liefern dasselbe Resultat. Die Anwesenheit 
von mehreren Substanzen nebeneinander beeinfluBt also die Bindung 
nicht. 

.  Trichloressigsiure in derselben Konzentration wie in Blutfiltraten 
iibte, falls neutralisiert wurde, ebensowenig Einflu8 auf die Adsorption 
der drei genannten Stoffe aus. Wir méchten bemerken, da8 dies 
Analysen insoweit keinen ganz richtigen Ma®stab fiir die Adsorption 


1 Die Zahlen dieser und der folgenden Tabellen sind Durchschnittszahlen 
von einer Anzahl untereinander gut tibereinstimmender Analysen. 

2? Weil das Blut bei der Darstellung der Filtrate fiinf- oder zehnfach 
verdiinnt wird, ist es zweckmaéBig, Glucoselésungen von dieser Konzentration 
zu verwenden. 
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in Blutextrakten liefern, als die Konzentrationen von unseren Lésungen 
gro Ber sind als in Blutfiltraten. Weil bei kleineren Konzentrationen 
die Adsorption vollstandiger ist, sind also unsere Ergebnisse, besonders 
fir die S-haltigen Verbindungen, ungiinstiger, als es bei Blutfiltraten 
der Fall sein muB. Wir haben konzentriertere Lésungen verwendet, 
damit die Genauigkeit der Bestimmungen geniigend war. 


Wir haben, wie oben angegeben ist, die Bindung unseres Glutathions 
vor und nach Reduktion mit Zn und H,SQ, in derselben Weise wie 
schon friither (siehe diese Zeitschr. 188 470, 1927) untersucht. In beiden 
Formen wird es von unserer Kohle gebunden. 


Wir untersuchten auch das Adsorptionsvermiéigen unserer Kohle, 
wenn anstatt Essigsiure Ather der Lésung hinzugesetzt wurde. 
Auf 25 cem Lésung und 1 g Kohle wurden 15 ccm Ather (vorher mit 
Wasser gewaschen) hinzugesetzt und nach einer halben Stunde abgesaugt 
und mit Wasser, das mit Ather gesittigt war, bis auf 35 ccm gewaschen'. 
Es zeigte sich, daS durch Zusatz von Ather das Bindungsvermégen 
der Kohle fiir Thiasin, Glutathion, Harnsiure und Kreatinin auf- 
gehoben wird. 

Weil diese Kohle (Zucker-Silicat-Carbonatkohle) sowohl Thiasin 
wie Glutathion bindet, muBte ein anderes Adsorbens zur Trennung 
dieser Stoffe gesucht werden. 

Es zeigte sich eins von den Priparaten, welche Willstdtter und 
Kraut fiir ihre Adsorptionsversuche mit Enzymen benutzten, fiir 
unseren Zweck geeignet, nimlich Aluminiumhydroxyd D. Dieses 
Adsorbens wurde genau nach den Vorschriften von Willstdtter und 
Kraut aus Aluminat und Kohlensiure hergestellt und bildet ein weibes 
Pulver mit einem Gliihriickstand von 56 °,. 


Auf 25 ccm der Lésung nehmen wir | g dieses Pulvers; schiitteln 
|, Stunde, saugen ab und waschen mit Wasser aus bis auf 35 ccm. 
Wir setzen hier also keine Essigsiure oder Ather hinzu. 


Es wird dabei keine Glucose und Lactose, kein Thiasin, Kreatinin oder 
Natriumurat gebunden. Von den von uns untersuchten Verbindungen 
werden nur Glutathion — auch das absichtlich reduzierte Glutathion 
und die beiden Hexosemonophosphate von Robison und Newberg und 
ein Hexosediphosphat (Mg-Salz) adsorbiert. Wir haben auch einige 
gemischte Lésungen untersucht, z. B. Glutathion plus Thiasin und 
Glucose plus Thiasin; es veranderte durch Mischung das Bindungs- 
vermégen nicht. 


1 Die Atherschicht wird beim Absaugen vollstaéndig verdampit. 
2 Ber. 56, I, 149, 1923. 

















280 B. Sjollema u. A. Emmerie: 


Die Zahlen, welche wir erhielten, waren folgende: 





Reduktion nach Schurtely 
Lésung Reduktion m. Alumniumhydr 
(Filtrat C) 
Glucose 0,1 °/, is by 5 gag 102 103,8 
Lactose 0,1 °/,,, ; 69.6 70.9 
Thiasin 0,95 °'o, ; . 38.5 38,4 
Glutathion 0,3 %o. . . ; 158.0 5,5 
* 0,1 eo . 53,0 1,7 
* 0,05 °/oo , . 96.5 1.0 
. (0,97 © 99) reduziert . ; 414 2.5 
Neubergs Hexosemonophosphat 0,05 °/5, 19,0 2.4 
Robisons as 0,05 ©’. 17,3 1.2 
Fractosediphosphat 0,05 ° o, alt 11,6 6,7" 
Kreatinin 0.95 %/o9 . . : 29,4 29.6 
Na-Urat 0,025°,,..... 11,2 10,7 
Glucose + Thiasin (beide 0,05 99). 86,4 86.4 
Thiasin + Glutathion (beide 0,1 ° 99). 124.0 77,3" 


* Das hexosediphosphorsaure Magnesium wird ebenso wie die beiden Monophosphat 
nicht von der Kohle, wohl aber von den beiden Aluminiumhydroxyden (D und B) gebunden 

** Weil das Glutathion gebunden wird, enthalt das Filtrat nur 0,1°/99 Thiasin, desser 
Reduktion etwa 77 scin mub. 


Es unterscheiden sich die beiden Adsorbenzien (Zucker-Silicat 
Carbonatkohle und Aluminiumhydroxyd D) also dadurch, dab div 
Kohle Thiasin und Glutathion, Harnsiure und Kreatinin bindet 
wihrend das Aluminiumhydroxyd D von diesen Substanzen nur das 
Glutathion adsorbiert. 

Zum Unterschied mit Kohle bindet es die Monophosphorsiur 
hexoseester, wihrend es das Diphosphat teilweise bindet'. Aluminium 
hydroxyd bindet also die Stoffe mit einem Saurecharakter (Harnsiur 
ist vielleicht eine zu wenig ausgesprochene Saure). Der Reduktions 
unterschied von beiden Filtraten (C — B) zeigt die Summe von Thiasin 
Harnsaure und Kreatinin an. Nur ist dies nicht richtig, falls das Blut 
so viel Phosphorsdurehexoseester enthalt, daB hierdurch eine nennens- 
werte Reduktion entsteht?. Aus dem Reduktionsunterschied und dem 


' Nachher wurde durch P- und Na-Bestimmungen gefunden, da das 
von uns benutzte Fructosediphosphat (der 1. G. Farbenindustrie Elberfeld 
nicht rein ist. P- und Na-Gehalt betragen nur 63,4°%, des theoretische: 
Wertes (nach Schmelzen mit Soda oder Dextrinieren mit Schwefelsdur 
wurde der P kolcrimetrisch, das Na durch Gliihen als Na,P,O, bestimm: 
Beim Trocknen in vacuo iiber P.O, verliert die Verbindung kein Wasse: 
In den anderen Phosphorséureestern fanden wir die nahezu theoretische 
P-Werte. 

2 Weil die Kohle auch einen Teil des Milehzuckers bindet und das 
Aluminiumhydroxyd D _ hierfiir kein Bindungsvermégen besitzt, wi! 
Milchzucker auch die GréBe des Reduktionsunterschiedes C — B_ beei 
flussen. Weil Lactose nur ausnahmsweise im Blute enthalten ist, spi: 
das aber gewéhnlich keine Rolle. 
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Untersehied des Schwefelgehalts zwischen dem Blutfiltrat und dem 
Filtrat nach Behandlung mit Aluminiumhydroxyd D (A' — C) labBt 
sich der Glutathiongehalt berechnen, falls die Hexosephosphorsaure 
ester nur in unbedeutenden Mengen vorkommen und deshalb ver 
nachlassigt werden kénnen. 


Wir untersuchten auch, ob Zusatz von Ather der Adsorption von 
Glutathion und Hexosemonophosphat Robison durch Aluminium. 
hydroxyd D vorbeugt. Es wurden zu 25 cem der Léisung 10 cem Ather 
gegeben, vorher einige Male mit Wasser gewaschen*® und mit Wasser 
das mit Ather gesittigt ist, nachgewaschen, bis auf 35 ccm (die 
\therschicht wird beim Saugen verdampft). 


Das Glutathion und das Phosphat werden dabei nicht vollstandig 
gebunden; unter den vorliegenden Verhaltnissen (0,05°/,,ige Lésung) 
blieb etwa ein Drittel beider Verbindungen in Lésung. 


Von den anderen Praparaten von Willstdtter und Kraut haben wir 
wich das aus Aluminiumsulfat und Ammoniak dargestellte Aluminium- 
hydroxyd B auf sein Bindungsvermégen fiir Blutbestandteile untersucht. 


Es bildet eine grauweibe, breiige Substanz, die einen Glihriick- 
stand von 9°, liefert. Es wurden 1',g B auf 25ccem Loésung ge- 
nommen*®. Wir erhielten folgende Ergebnisse: 





Reduktion nach 
Lésung Reduktion Schitteln mit Aluminium: 
hydroxyd B 


iucose 0,1 ” oo ‘ 102,0 101.4 
Lactose 9,1 9/55 69.6 70.9 
fhiasin 0,05 °'y, 38.5 37,0 
Glatathion 0,05 ° oo ree - . 26.5 1.6 
Veubergs Hex« semonophosphat 0,05 ° 00 19.0 2,1 
Robisons = 0,05 ® 00 17.3 0.5 
k ructosediphosphat 0.05 " 'y, 11.6 11.3 
Kreatinin 0,05 /oo 29.4 31,0 
Na-Urat 9,05 o, 22.3 18.3 


Die beiden Aluminiumhydroxyde B und D stimmen in ihrem Bin 
dungsvermégen also nahezu tiberein 


1 Mit A deuten wir das Blutfiltrat bzw. die nicht mit einem Adsorbens 
geschiittelte Lésung an. B ist das mit Kohle, C das mit Aluminium 
hydroxyd D behandelte Filtrat. 

2 Wie diese Behandlung gemacht wird und was ihr Zweck ist, wurde 
friher mitgeteilt (diese Zeitschr. 182, 454, 1927). 

* Es wurde auf Gliihriickstand berechnet. also viel weniger vom 
Priparat B als von D verwendet 
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Die Adsorption unter Zusatz von Ather lieferte ungefahr dasselhe 
Resultat wie mit Aluminiumhydroxyd D. Wir ziehen D vor, wei! es 
pulverformig ist und sich leichter absaugen laBt. 

Die Verwendung unserer Adsorbenzien macht es méglich, nicht 
nur durch die Feststellung der Reduktionsunterschiede von den ver 
schiedenen Filtraten Bestimmungen der Blutbestandteile zu machen 
sondern auch dadurch, daB die Filtrate auf ihren Gehalt an Schwefe! 
Phosphor und Stickstoff analysiert werden. 


Wir haben bis jetzt auBer den Reduktionsbestimmungen nur noch 
die Schwefel- und Stickstoffbestimmungen ausgefiihrt. Fiir die Schwete! 
bestimmung wurde die Methode von ter Meulen benutzt. Die im 
Platinschiffchen auf dem Wasserbad zum Trocknen verdampft: 
Fliissigkeit wird dabei, nach Zusatz von Borsiure, im Wasserstoff 
strom gegliiht und aller Schwefel mittels Platinasbest zu Schwefel. 
wasserstoff reduziert, in Kalilauge aufgefangen und mit Kaliumplum)it 
braun gefairbt. Eine Natriumsulfidlésung dient zum Vergleich’. 

Die Empfindlichkeit der Methode ist fiir diesen Zweck hinreichend 
denn die Genauigkeit der Bestimmung geniigt schon, wenn die analysierte 
Fliissigkeit 0,02 bis 0,015 mg 8S enthalt?. Am besten ist die Bestimmung 
wenn die Fliissigkeit 0,02 bis 0,03 mg S enthilt. 

Weil die Kohle sowohl das Thiasin wie das Glutathion bindet 
und vom Aluminiumhydroxyd D nur letzteres adsorbiert wird, lassen 
sich die zwei Schwefelverbindungen mit Hilfe unserer Kohle (Zucker 
Silicat-Carbonatkohle) und Aluminiumhydroxyd D in Blutfiltraten 
nebeneinander bestimmen. 

Es miissen dazu in drei Lésungen Schwefelbestimmungen gemacht 
werden, d.h. im Blutfiltrat (A), im Filtrat nach Schiitteln mit Kohle 
und verdiinnter Essigsiure (B) und im Filtrat nach Schiitteln mit 
Aluminiumhydroxyd D (C). 

Aus dem Unterschied des S-Gehalts zwischen A und C 1aBt sich 
das Glutathion berechnen; aus dem von C und B das Thiasin. Es wird 
dabei stillschweigend angenommen, daB es keine andere Schwefel- 


1 Es miissen spezielle Vorrichtungen getroffen werden, um vorzubeugen, 
daB der Schwefelwasserstoff bzw. die Standardlésung von Na,S8 sich 
oxydiert. Weil auch der Sulfatschwefel vollstandig zu Schwefelwasserst off 
reduziert wird, kann man mit dieser Methode die drei tiblichen Schwefel 
formen in Blutfiltraten bestimmen, d. h. der Neutralschwefel, die freie und 
die gepaarte Schwefelséiure. Die Sulfate werden dazu vor und nach der 
Hydrolyse der Atherschwefelsiureverbindungen mit Ba Cl, niedergeschlagen. 

2 Auch mit etwa 0,01 mg S kénnen geiibte Personen. die fiir kleine 
Farbtondifferenzen empfindlich sind, ziemlich genaue Bestimmungen 
vornehmen. Vielleicht l4Bt sich die Empfindlichkeit nach dem Prinzip 
des Kontrastphotometers vergréBern. 
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verbindungen gibt, welche durch diese beiden Adsorbenzien festgehalten 
werden !. 

Man kann auch aus den Reduktionsversuchen die Mengen dieser 
beiden Schwefelverbindungen ableiten, falls man die Mengen der 
sonst von der Kohle absorbierten Blutbestandteile — Kreatinin und Na- 
Urat — kennt. 

Die Resultate, welche wir mit den Schwefelbestimmungen fiir 
reine Lésungen von Thiasin und Glutathion® erhielten, sind in der 
folgenden Tabelle erwihnt. Weil in unseren Adsorbenzien kein Stick- 
stoff nachgewiesen werden kann, haben wir in unseren Losungen und 
Filtraten zur Bestatigung der Adsorptionsergebnisse, welche aus den 
Schwefelbestimmungen abgeleitet wurden, auch Stickstoffbestimmungen 
(Mikrokjeldahl) gemacht. Die Ubereinstimmung ist, wie aus der 
Tabelle hervorgeht, sehr befriedigend. 


Thiasin 0,3°/,, 








Lésung 0,3 %/o Nach Schiitteln mit Kohle + Essigsiéure 
pro Liter Lésg. pro Liter Lésg. 
Reduktion .... . '219,5 Reduktion. . . ery 
$-Gehalt gefunden . 41,.9mg8 | S-Gehalt gefunden 28mg 58 
~ theoretisch 419 .S8 ~ der Redukt. nach ae er @ 
N-Gehalt gefunden . 54. . N]| N-Gehalt gefunden 14 .,N 
. theoretisch . 55 6C<‘(<‘SC‘S = der Redukt. nach 23 N 


Glutathion 0,2°/,,*. 








Lésung 0,2 °/oo Nach Schiitteln mit Aluminiumhydroxyd D 
pro Liter Lésg pro Liter Lésg 
Reduktion . . . . 7108, Reduktion. . . — 15 
$-Gehalt gefunden : . . | 20,8mgs | S-Gehalt gefunden irs « 18mg 38 
- theoretisch Te a *s der Redukt. nach oe « = 
N-Gehalt gefunden. . . . 18,1 . N | N-Gehalt gefunden .. as a 
a theoretisch . . . 225 . N . der Redukt. nac h O38 — 


1 Wenn in den Blutfiltraten schwefelhaltige Oxyproteinsiuren vor- 
kommen, die von ein oder von beiden Adsorbenzien gebunden werden, 
so wird dadurch die Bestimmung des Thiasins und Glutathions beeinfluBt. 
Es muB8 weiter bemerkt werden, daB anorganische Phosphate und Sulfate 
von unserer Kohle nicht, aber vom Aluminiumhydroxyd D woh! gebunden 
werden. 

2 Unser Glutathion ist, wie schon erwahnt wurde, nicht vdéllig rein. 

* Unser Glutathion enthalt also zu wenig N und 8, und das Filtrat 
mit Aluminiumhydroxyd D enthalt mehr N und § als der Reduktion nach 
der Fall sein miiBte. Vielleicht ist das Glutethion verunreinigt mit Cystin, 
das von Aluminiumhydrexyd D nur zu */, gebunden wird und eine 
Reduktion = '/, von der von Glutathion hat (in derselben Konzentration), 
hingegen mehr 8 enthalt. 
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Glutathion 0,3°/,,. 





Lésung 0,3 °/o Nach Schitteln mit Aluminiumhydroxy 
pro Liter Lésg pro Liter | ds 
Reduktion ...... 155.8 Reduktion . . : 5,5 
S-Gehalt gefunden . 31,7 mg S | S-Gehalt gefunden . : 3.51 
5 theoretisch . . . 88.6 . 8S a der Redukt. nach a . § 





Wir haben unsere Methodik auch einige Male auf Blut angewand: 
besonders auf Blutkérperchen', und ihre Brauchbarkeit dafiir fest 
stellen kénnen. Wir hatten vorlaufig Schwierigkeiten mit dem Ent 
eiweiBen der Blutkérperchen, weil es sich herausstellte, daB die Ve 
wendung von Trichloressigsiure oder von viel Wolframsaure ungenat« 
Resultate verursachte. 


Die Herstellung von eiweibfreien Filtraten der Blutkérperche: 
wird jetzt in folgender Weise gemacht. 


50 cem oder g Blutkérperchen werden langsam in 200 ccm 0,1 °  iger 
kochender Essigsaure eingetragen. Nach Koagulation wird abgesaugt 
und mit ein wenig Natriumwolframat plus HCl die letzten Spuren 
EiweiB entfernt. 


Wahrscheinlich wird diese Methodik auch die Bestimmung vor 
N- und P-haltigen Blutbestandteilen erméglichen. Es wurde oben 
schon gezeigt, daB Glucose sich von den Hexosemonophosphorsiur 
estern trennen lat. Die Untersuchungen werden in dieser Richtung 
fortgesetzt. 


Auch wird ihre Brauchbarkeit fiir Gewebefliissigkeiten und malign: 
Geschwiilste untersucht. 


Weiter laBt die Anwendung von diesen und ahnlichen Adsorbenzien 
sich vielleicht zur Erforschung von im Harn in kleiner Konzentration 
vorkommenden Verbindungen verwenden?. 


1 Die beiden organischen Schwefelverbindungen scheinen im Plasma 
nicht oder nur spurenweise vorzukommen. 

2 Wie schon in einer vorigen Mitteilung (diese Zeitschr. 188, 469, 1927 
gesagt wurde, wird das Thiasin von einer Kaliumpermanganatlésung (n /100 
oxydiert, und zeigt die Lésung nach Entfernung des Mn nur geringe R« 
duktion mit Rotblutlaugensalz. Es hat sich gezeigt, daB in einer Mischung 
von Glucose -+- Thiasin auch ein Teil der Glucose oxydiert wird, obwol 
das mit einer reinen Glucoselésung (0,1°/,,i¢g) von Kaliumpermanganat 
nicht der Fall ist. Der Zusatz von ein wenig Mn SOQ, zu einer Glucoselésung 
bewirkt ebenso ihre Oxydation. Man kann also KMnO, nicht zur frak 
tionierten Oxydation von Blutbestandteilen verwenden. 








Trennung und Bestimmung von Blutbestandteilen. 285 


Bis jetzt ist es uns nicht gelungen, die einmal adsorbierten Stoffe, 
hne daB sie zersetzt werden, wieder in Lésung zu bringen. 


Zusammenfassung. 


Es werden zwei Adsorbenzien, beide frei von S, N und P, angegeben, 
mit denen sich Blutbestandteile voneinander trennen lassen Diese 
Blutbestandteile, z.B. Thiasin und Glutathion, lassen sich durch 
Anwendung von beiden Adsorbenzien bei denselben Blutfiltraten und 
durch Bestimmung des Schwefelgehalts vor und nach der Adsorption 
bestimmen. Auch aus den Stickstoff-, Phosphor- und Reduktions- 
bestimmungen der nach dieser Methodik erhaltenen Lésungen abt 
sich die Konzentration von verschiedenen Blutbestandteilen berechnen. 


Biochemische Zeitschrift Band 204 19 

















Die Einwirkung des Ptyalins auf Starke. I. 
Von 
J. R. Broeze. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Reichsuniversitat zu Leide: 
(Eingegangen am 8. Oktober 1928.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


Bei der Verzehrung der Starke durch Speichel oder andere ferment- 
haltige Stoffe ist es unbekannt, ob ein oder mehrere Fermente di: 
Reaktion verursachen. Einige nehmen an, es gibt ein Enzym, das 
die Stiirke bis zu Zucker abbaut; andere nehmen zwei Enzyme an 
ein verfliissigendes und ein verzuckerndes. Welche dieser Theorien die 
richtige ist, wird schwer zu bestimmen sein, da jedenfalls beide Enzyme 
zugleich wirksam sind oder nur sehr kurz nacheinander. Trennung 
durch fraktionierte Hitzeinaktivierung scheint nicht méglich zu sein 
Einfachheitshalber ist bei der Auswertung folgender Versuche die A: 
wesenheit nur eines Ferments angenommen worden; sie kénnen jedoch 
ebensogut durch die Annahme zweier Fermente erklart werden 


Methodik. 


Die meisten Untersuchungen griinden sich auf eine Anderung der J: 
farbe oder auf eine quantitative Bestimmung des Zuckergehalts. Die erst 
Methode beruht darauf, da8B man nach bestimmten Zeiten eine klein 
Probe der Starkelésung nimmt, dieser eine Jodlésung zufiigt und die Farlh« 
der Proben vergleicht. Derartige Versuche hat z. B. J. Temminck Groll 
publiziert auf Grund seiner Untersuchungen tiber die Wirkung der Elektrolyt: 
auf den Abbau der Starke durch Speichel. Es ist sehr schwierig, die Farh: 
genau zu vergleichen. Auch wird die Jodfarbe selber von Elektrolyt« 
beeinfluBt, und deshalb ist die Methode nicht brauchbar zum Messen «: 
Einfliisse der Elektrolyte auf die Enzymreaktion. 

Beide Methoden, Jodfarbebestimmung und Zuckerbestimmung, gebe: 
erst Resultate, wenn die Reaktion schon ziemlich weit fortgeschritten ist 

Der Anfang der Reaktion, die sogenannte Verfliissigung der Starke. 
entzieht sich diesen Messungen. Eine Dextrinlésung, die sich mit Jod 
rot farbt, wird durch Versetzen mit einer ganz kleinen Menge Starkelésuny 


' Arch. Néerl. Phys. 2, 319 und 516, 1918. 
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sofort blau gefarbt. Wenn also die Reaktionsgeschwindigkeit gemessen 
wird durch Bestimmung des Zeitintervalls bis zur reinen Rotfarbung, 
dann kann das Resultat nur ungenau sein. Die Zuckerbestimmungen sind 
weniger subjektiv, aber auch hier wird am Anfang der Reaktion nichts 
gemessen, weil gewartet werden muB, bis eine geniigende Menge Zucker 
entstanden ist. 

Um den Beginn der Reaktion zahlenmaéBig festzulegen, muB8 also eine 
andere Methode gewaéhlt werden, und im vorliegenden Aufsatz ist dafiir 
die Anderung der Viskositaét! genommen worden. 

Bei der Einwirkung von Ptyalin auf Starke wird diese abgebaut zu 
Dextrinen und Zucker, welche eine niedrigere Viskositét haben als die 
Starke selbst. Wahrend der Reaktion nimmt also die Viskositat stetig ab 
und kann in eine Graphik als Funktion der Zeit eingetragen werden. 

Bei den vorliegenden Versuchen wurden Ostwaldsche Viskosimeter 
gebraucht, die immer an derselben Stelle senkrecht in dem Thermostaten 
von 25°C geklemmt wurden. Die Starkelésung wurde folgenderweise vor- 
bereitet: eine abgewogene Menge Amylum solubile (Merck) wurde mit 
wenig destilliertem Wasser angeriihrt, in Wasser gegossen, das gerade 
gekocht hatte, dann wahrend 20 Minuten gekocht, abgekiihlt und mit 
destilliertem Wasser auf ein bestimmtes Gewicht abgewogen, so daB eine 
2°%ige Lésung entstand. 

Die Lésung blieb iiber Nacht im Thermostaten bei 25° aufbewahrt 
und wurde am folgenden Morgen abfiltriert. Die Ptyalinlésung wurde 
folgendermaBen hergestellt: Eine Menge Speichel wurde filtriert und mit 
dem gleichen Volumen Glycerin versetzt. Diese Lésung ist ziemlich lange 
haltbar. Von dieser Lésung wurden passende Verdiinnungen gemacht. 

Zum Fiillen der Viskosimeter und der Pipette wurde eine Flasche mit 
vermindertem Luftdruck verwendet, damit vorgebeugt wiirde, daB kleine 
Speicheltrépfchen in die zu messende Lésung gerieten, weil dies die Resultate 
falschen kénnte. 

Berechnung der Resultate. 

Die Messung der Viskositét mit dem Ostwaldschen Viskosimeter 
griindet sich auf der Annahme, da8 der Flu8 im gebrauchten Instrument 
sowohl fiir die Kalibrierfliissigkeit wie fiir die zu messende Fliissigkeit 
genau dem Poiseuilleschen Gesetz folgt: 
x.h.g.d.r*.t 

8.l.v 


, (1) 
wo 7” = Viskositét, h = Héhedifferenz, g = Beschleunigung der Schwer- 
kraft, d = Dichte des Sols, r = Strahl der Kapillare, ¢ DurchfluBzeit, 
Lange der Kapillare und v = Volumen der Filiissigkeit. Nur in diesem 

Falle ist die relative Viskositéi 

y t.d 

"0 to ° d,’ 
wo 7, t, d und 9, to, dy sich auf die zu messende Fliissigkeit bzw. auf clie 
Standardfliissigkeit beziehen. 


1 Fiir die Technik der Viskositatsmessungen siehe H.G. Bungenberg 
de Jong, Rec. 41, 1, 1922. 


19* 

















288 J. R. Broeze: 


H.G. Bungenberg de Jong hat untersucht, ob ein Starkesol di 
Gesetz folgt, und gefunden, daB dies der Fall ist. Wir diirfen also die Form, V 
2) fiir die relative Viskositaét benutzen. 


Nach der Hinsteinschen Formel 


Y no {1 + *y 
. ’ "0 . ron . a 
ist | oder ein Ausdruck fiir den inneren Zustand 
“0 0 
Sols, wo 7 = Viskositét des Sols und 9, = Viskositaét der Dispersions. v 


fliissigkeit bedeuten. 


Bei den folgenden Versuchen wurde die Durchflu6zeit fiir . 
Starkesol verdiinnt mit Wasser gemessen, hier ist dann 7 = Viskositat des 
Stirkesols und 1, Viskositat des Wassers; und die DurchfluBzeit fii; 
ein Starkesol in gleichem MaBe verdiinnt mit einer Speichellésung, dan 
ist » = Viskositét des Sols + Speichellésung und 7, Viskositaét der 
Speichellésung + Wasser anstatt Sol. Wir werden nun folgende Na 
fiir die Viskositaéten einfiihren: 


n,, = Viskositaét des Wassers, 
", — Viskositét des Sols, 
"+. = Viskositat der Speichellésung -+ Wasser, 
were Viskositaét des Sols + Speichellésung. 


(immer wurden solche Mischungen hergestellt, da8 die Konzentratior 
des Sols die gleiche blieb und da8B die Konzentration der Speichellésung 


. . ~ , * . ™ . vw 
in der Mischung Sol + Speichellésung und der dazu gehérende Mischung 1 
Wasser + Speichellésung auch dieselbe war). 
Aus Formel (3) folgt dann: 
"¢ 
l 
7 
‘u 
ist ein Ma®8 fiir den inneren Zustand des urspriinglichen Sols und 
". Tp; 
l 
"py +u 
ist ein MaB8 fiir den inneren Zustand des Sols nach Einwirkung des Ptyalin: 
wahrend einer bestimmten Zeit. 
Dieses MaB des inneren Zustandes kann ausgedriickt werden in I: 
zenten des MaBes des urspriinglichen Sols, dann entsteht folgende Form: 
", +ptu 
1 
"pu "st p+w "p+w My 
100. 100 -( ) ( ), 
ry r 7. — 7? 
‘s at 1 ‘ ‘p u ‘s u nu 
Ne k 
die also die Anderung des inneren Zustandes nach bestimmten Zeiten angibt. d 
d 


1 Rec. 48, 187, 1924. 

* von Smoluchowski hat diese Formel ausgedehnt in bezug auf di 
Ladung der Teilchen. Da bei unseren Versuchen die Ladung konstan' 
bleibt, kann die Hinsteinsche Formel benutzt werden. 
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Da die Formel (2) fiir die relative Viskositaét gilt und d fiir alle Falle 
verschwindend klein ist*, gibt Forme] (4) kaum einen Unterschied mit 


t t t 
100 - s+pru pru ( u (F 
t Nee ) ” 
pr 2 “ 
der 
a. (6) 
"0 I 
\W 
t t 
, a p 4 P No ” 
t “ ti, 


Ein Muster der Berechnungen lasse ich hier folgen: 
Folgende Mischungen werden gemacht: 


l. 25ccm Starkesol (2%ig) + 25 com Wasser. 

2. Wasser 

3. 25 ccm Starkesol (2%ig) + 25 cem Speichellésung (1 : 500 ver- 
diinnt ) 


4. 25cem Wasser + 25ccm Speichellésung (1 : 500). 


Diese Mischungen werden im Thermostaten bei 25° aufbewahrt. 


Jeder Lésung wurden nacheinander 10 ccm entnommen und im selben 
Viskosimeter die betreffenden DurchfluBzeiten bestimmt. Lésung 1, 2 und 4 
wurden sofort bestimmt, Lésung 3 nach 20 Minuten langem Stehen im 
Thermostaten. 


Es ergab sich: 


t. 218 Sek 
t= 168 ,, 
re > ae 
Lage « 
“Lt ptw 186 
t, = = 1,101, 
Leas 169 
t ‘ 
“ . 218 _ | s00. 
t. 168 
r l 0,101 - 
ia ”). 33,7. 
= to —1 10) 0 800 a, 


Da die Viskositaét der Sol-Speichelmischung fortwaihrend abnimmt, 
muB8 genau bei jeder Messung die Zeit notiert werder, fiir welche sie gilt 
Es kann dann eine Graphik zusammengesetzt werden aus den Zeiten und 


i ae 
den dazu gehérenden Zahlen fiir 100- 1’ die eine Kennzahl sind fiir 
No ~ 


den inneren Zustand des Sols auf den betreffenden Zeiten. 


1 Wird dwasser 1 genommen, so ist: dao) 1,004, dspeiche 
1,000. 
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Bestimmung der enzymatischen Spaltung bei verschiedenen 
Enzymkonzentrationen. 


H.v. Euler’ sagt iiber die Kinetik des Starkeabbaues: ,,Einige nach 


der Jodmethode und der Verzuckerungsmethode (Bertrand) angeste!lte 
vergleichende Versuchsreihen von CO. LZ. Evans*® sind noch zu erwihnen; 


untersucht wurde der Abbau einer 3°%igen Starkelésung bei 46° durch 
1: 10 verdiinnten Speichel. Es ergab sich das gewéhnliche Resultat, dag 
bei kleinen Enzymmengen und erheblichem SubstratiiberschuB die Anfangs. 
geschwindigkeit proportional der Enzymmenge £ ist.“ 





E 1 2 3 5 


| 
| 


% Maltose in 10Min.. ..... . 0,077 0,150 0,202 0,385 


Die Proportionalitaét ist naher untersucht und bestatigt worden 
mit Hilfe der Viskositatsmethode. Die Viskositaten folgender Mischungen 
wurden bestimmt. 





Endkonzen 
tration des 
Speichels 
1. | i TN a nr ee eo Onan 
5 9h eam Sinaia - DB 
: 25 com 2% iger 4 B ® » +S ccm Speichellésung = 
’ Starkelosung <a ” ° ” sane 
4. +20 , a re 1: 1000 
5. + 224/,,, »o +t 24s, 1 : 2000 





(Die px aller Mischungen wurden kontrolliert und waren gleich®.) 


Also waren dann bekannt fg.) und {go} + p- 

Bestimmt wurden auch die DurchfluBzeiten derselben Mischungen 
mit Wasser anstatt Starkelésung, diese Mischungen sind in Tabelle I an 
gegeben mit la, 2a, 3a, 4a und 5a. Hieraus waren bekannt 4, und fp + , 
l 

0 I 
die Werte fiir die Kennzahlen des inneren Zustandes berechnen. Diese 
Zahlen (siehe Tabelle I) wurden in Abb. 1 als Funktion der Zeit eingetragen. 


Aus diesen Zahlen lieBen sich durch die oben angegebene Forme] 100. : 


Der Zeitpunkt des Versetzens der Starkelésung mit Speichellésung 
ist der Nullpunkt, und die Zeitdauer bis zur Mitte der DurchfluBzeit im 
Viskosimeter ist die Reaktionszeit. 


1 Chem. d. Enzyme II, 8. 94. 

2 Journ. of Physiol. 44, 191, 1912. 

* Um einen méglichen Riickgang der Starkeviskositat oderVerminderung 
der enzymatischen Spaltung wahrend des Versuchs zu _ beriicksichtigen, 
wurden die Mischungen 1 und 3 am Ende nochmals gemessen. Das Resultat 
war aber so, daB eine Korrektion nicht angebracht zu werden brauchte 
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DurchftuBzeit in Sekunden gleiche Mischung 


Minuten nach der 
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Werden nun die verschiedenen Zeiten gehérenden Werte mit . 
selben Kennzahl verglichen, so folgen daraus die Zahlen, dic jy 
Abb. 1 angegeben sind, mit anderen Worten: 

die Spaltungsgeschwindigkeit ist proportional der Enzymkonzentrat ivy 
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Abb. 1. 
Die verschiedenen Kennzahlen zur selben Zeit diirfen nicht ver 
glichen werden, da eine regelrechte Proportionalitat zwischen Kennzah! 
und Starkegehalt nicht besteht. 


Charakter der Reaktion. 


Der Mechanismus einer katalytischen Reaktion wie dieser 
Ptyalinwirkung ist in der Grundform einer monomolekularen Reaktion 
gleich. Da aber die Reaktionsgeschwindigkeit schneller abnimmt 
als auf diese Weise zu erklaren ist und iiberdies die Reaktion nie ganz 
ablauft, ergibt sich die Frage, ob hier wirklich eine katalytische Wirkung 
vorliegt. Schon mehrere Antoren haben die Hemmung der Reaktion 
beobachtet und zu erkliren versucht. 


Chittenden und Smith schrieben sie der Maltosebildung zu, also eine! 
hemmenden Wirkung der entstandenen Produkte, oder einer Verbindung 
Maltose—-Enzym. McGuigan' fand, daB die Hemmung durch Maltos: 


1 Journ. of biol. Chem. 89, 273, 1919. 
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ud Glucose nicht ausreiche, um die Verlangsamung der Reaktion zu 
erklaren, und dachte an ein anderes, stirker hemmendes Abbauprodukt. 
Immer ist angenommen worden, dab die Ursache nicht in einer 
Abnahme des Ferments zu suchen war. Folgender Versuch weist 
tatsiichlich nach, daB das Enzym nichts von seiner Aktivitit einbiiBt 
wihrend der Reaktion. 
25cem 2%iger Starkelésung wurden destruiert mit 25 ccm Speichel- 
lisung A (Konzentration des Speichels 1:25), bis die Lésung sich mit 
Jod nicht mehr farbte (Lésung B). 
Dieser Mischung B, gut durchgeriihrt, wurden 25ccm entnommen 
md diese abermals mit 25 ccm Starkelésung versehen (Lésung C). Nun 
wurden folgende Mischungen gemessen: 
1. 25cem 2%iger Starkelisung + 12% ccm Puffergemisch pg 6 
+ 12% cem Wasser. 

2. 25ccem 2% iger Starkelésung + 124% ccm Puffer pg 6 + 2% cem 
Speichellésung A ++ 10 cem Wasser. 

3. 25cem 2%iger Starkelésung + 12%ccm Puffer pg 6 + 5cem 
Lésung B + 7% ccm Wasser. 

4. 25cem 2%iger Stairkelésung + 12%ccm Puffer pp 6 + 10 ccm 
Lésung C + 2% cem Wasser. 

Alle Mischungen hatter also dieselbe Starkekonzentration, 1 °%, dasselbe 
py und dieselbe Speichelkonzentration, 1: 500, falls das Enzym nicht ver- 
mindert war durch die ein- bzw. zweimalige Einwirkung auf Starkelésung. 
Die Messungen wurden genau so ausgefiihrt, wie beim vorigen Versuch 
beschrieben ist. Die Resultate sind in Tabelle II eingetragen worden, und 
mit den Kennzahlen als Funktion der Zeit ist die Abb. 2 zusammengesetzt. 


Tabelle II. 





Mischung Zeitverlauf §o und 5 100 hod 
Nr. Min "0 ~ 
l 1,329 100 
2 6,5 1,158 57,1 

11,5 1,141 42.9 

17,5 1,116 35.3 

23 1,101 30,7 

35,5 1,087 26.4 

‘ 40.5 1,087 26.4 
53 1,087 26.4 

3 6.5 1,180 54,7 
12.5 1.1395 39,7 

19 1,108 32,8 

25,5 1,094 28,6 

3L 1,087 26,4 

44.5 1.087 26.4 

4 6 1,175 53,2 
12 1,135 40.4 

17,5 1,111 33,7 

23,5 1,097 29.5 

35 1,085 25,8 

41.5 1,086 26,1 
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Sehr deutlich ist aus dieser Abbildung zu ersehen, daB das Enz ym 
sich nicht wiihrend der Reaktion vermindert, sonst hatten die Kurven 
nicht genau zusammenfallen kénnen. Derselbe Versuch ist noch 
zweimal mit genau demselben Resultat ausgefiihrt worden. 
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Abb. 2. 


Die hemmende Wirkung der Reaktion ist also nicht einer Anderung 
der Enzymkonzentration zuzuschreiben; auch reicht nach Mc Guigan, 
l.c., die gebildete Menge Zucker nicht aus, die Hemmung zu erklaren. 


Niheres tiber die Hemmung des enzymatischen Stirkeabbaues. 


Wenn Speichel auf eine Starkelésung einwirkt, so entsteht nach 
einiger Zeit eine Flockung. Eine Probe dieser Lésung mit Flocken 
farbt sich nicht mehr, wenn Jodlésung zugefiigt wird, mit anderen 
Worten: Starke und auch Dextrine fehlen in der Lésung. Wird die 
Lésung wahrend | Minute gekocht und dann abgekiihlt, so firbt sie 
sich deutlich blau. Durch das Kochen ist also wieder Starke frei 
geworden. 

Auch auf andere Weise ist versucht worden, die Stirke wieder 
frei zu setzen. Wird eine ausgeflockte Lésung, welche sich mit Jod 
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nicht mehr farbt, nahezu gesittigt mit KJ, so nimmt sie eine rote 
Farbe an. (Eine blaue Stiarkeliésung, gesattigt mit KJ, farbt sich auch 
rot.) Also war durch Sattigung mit KJ auch Starke in Freiheit 
gesetzt worden. Da KJ eine stark quellende Wirkung ausiibt, sind 
auch andere Salze, welche sich an demselben Ende der lyotropen 
Reihe befinden, untersucht worden. 

Es ergab sich, daB auch HgK,J,, Na-Molybdat und Na-Wolframat 
imstande waren, Starke aus den Flocken frei zu setzen, aber kein Salz 
wirkt so stark wie KJ. Andere Salze und auch organische Nichtelektro- 
lyte, wie Ureum, waren ohne Erfolg. Fiir das Freisetzen der Starke 
ist offenbar ein Salz mit einem groBen Kation und einer groBen Lés- 
lichkeit nétig. 

Ahnliches findet Samec' bei seinen Versuchen iiber den Einflu8 von 
Neutralsalzen auf die Starkequellung bei Zimmertemperatur, wobei auch 
KJ staérker quellend wirkt als Hg NaCl, (vgl. hier KJ und HgK,J,); nur 
muBten hier die Konzentrationen viel gréBer gewihlt werden. Vorher 


war noch festgestellt worden, daB die Lésung ohne Flocken nach Erhitzen 
keine Starke lieferte, so daB nur die Flocken dafiir in Betracht kommen. 

Die Fallung, welche also aus inaktiver Starke besteht, wird auf ver- 
shiedene Weise erklirt. Fernbach und Wolff? nehmen ein koagulierendes 
Enzym an, das dafiir verantwortlich sei. C. J. Lintner® erklirt sie folgender- 
maBen : 

,.Der Starkestoff findet sich in wasseriger Lésung in Form von Solen 
und Gelen. Erstere wirken als Schutzkolloid fiir letztere. Bei Zusatz 
geringer Mengen eines diastatischen Enzyms zu Starkelésungen werden 
zuerst die leicht angreifbaren, sehr dispersen Sole verzuckert, wodurch die 
ihres Schutzkolloids beraubten Gele ganz von selbst ausflocken.* 


Zufiigen eines Schutzkolloids, z. B. Gummiarabikum, wiirde dann 
das Ausflocken zuriickhalten, und dann wiirde die Starke ganz gespalten 
werden kénnen. Derartige Versuche waren jedoch ohne Resu!tat. 
Das Sol des Gummiarabikums hemmt ein wenig die enzymatische 
Spaltung, aber auch hier treten Flocken auf, welche sich nach Kochen 
mit Jod blau farben. 

Sallinger (1. c.) zeigt, ,,daB die ausgeflockte Menge unabhangig ist von 
der Speichelkonzentration, und da die Ausflockung einzig und allein in 
dem physikalischen Zustande der Starkelésung bedingt ist, wobei die Dia- 
stase Starkegelkomplexe von einer gewissen GréBe aufwarts nicht mehr 
angreifen kann“. 

Hierfiir sprechen auch vorhergehende Untersuchungen, wobei durch 
Erhitzen bzw. Zufiigen stark quellender Stoffe die groBen Gelkomplexe 
so stark aufquellen, da8 sie auseinanderfallen. Aber diese groben 


1 Kolloidchemie der Starke 179, 1927. 


2 C. r. 140, 95. 
% Zitiert nach H. Sallinger, Kolloid-Zeitschr. 25, 79, 1919. 
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Gelkomplexe, die doch auch aus Starke bestehen, fiarben sich 
Jod nicht, wahrend kleinere, aus ihnen entstandene sich blau farbe: 

Eine Erklarung dafiir wiirde folgendes sein: Das Stirketeil 
hat bestimmte Stellen (oder eine Stelle), wo es angreifbar ist fiir das 
Enzym, und dieselben Stellen sind es, wo das Molekiil das Jod adsorbiert 
Hierfiir sprechen einige Tatsachen, wie die hemmende Wirkung «es 
Jods auf die enzymatische Spaltung und die gleiche Elektrolytempfind 
lichkeit der Jodadsorption und der Spaltung. (Eine Mitteilung iiber 
Jodadsorption und Elektrolyte und eine Mitteilung iiber enzymatiscl: 
Spaltung und Elektrolyte werden folgen.) 

Denken wir uns mehrere Molekiile Starke aneinandergelagert 
kann es vorkommen, daB die Gruppierung so ist, daB die angreifbare: 
Stellen gerade nicht zu nahern sind. Dann muB also gleichzeitig i 
Farbung mit Jod und die Spaltung durch Speichel aufhéren, und dan 
miissen, wenn die Teilchen zerfallen, auch gleichzeitig die Jodfar\y 
und die Angreifbarkeit zuriickkehren. 

Oben haben wir schon gesehen, daB mit dem Zerkleinern die Jod 
farbe zuriickkommt, und aus dem folgenden Versuch geht hervor. da! 
auch die Angreifbarkeit zuriickgekehrt ist. 

Viskosimetrisch wurde eine Mischung von Starkelisung, Puffer 
gemisch und Speichellésung gemessen (Endkonzentration der Stark: 
1%), und wenn die Starkelésung verbraucht war (keine Jodfarbe mehr 
und Flockung auftrat, wurde ein Teil der Mischung wahrend einige: 
Minuten auf 100° erhitzt, dann abgekiihlt und wieder auf das urspriing 
liche Gewicht durch ZugieBen von Wasser gebracht und mit neuen 
Enzym versehen. Auch der unerhitzte Rest wurde mit der gleichen 
Menge frischen Enzyms versehen. (Fiir alle Mischungen wurden die 
entsprechenden Mischungen ohne Starke auch gemessen, wie friihe: 
angegeben.) Nach der neuen Enzymzugabe erfolgte bei dem erhitzten 
Teile wieder eine standige Abnahme der Viskositat bis zu 1,034, wahrend 
die Viskositat einer | °.,igen Maltoselisung, auf dieselbe Weise bestimmt 
1,020 war. Auch nun ist also noch nicht alle Starke verbraucht worden 
Am anderen Tage gab diese Lésung nach Erhitzen wieder die blaue 
Jodfarbe. 

Der unerhitzte Teil gab infolge der Flocken unregelmaBige Werte 
fiir die DurchfluBzeit. Die Resultate dieses Versuches sind in Tabelle III 
und Abb. 3 eingetragen worden. 

Praktisch ist nach dem Erhitzen und neuem Versetzen mit Enzym 
alle Starke verzehrt und bewiesen, daB mit dem Zuriickkehren der 
Jodfarbe auch die Angreifbarkeit zuriickgekehrt ist. 

Die sogenannte hemmende Wirkung, das Nicht-Zuendegehen der 
Reaktion, ist also erklart aus der Tatsache, daB ein Teil der Stark: 
als inaktive Starke anwesend war und nicht mehr verzehrt werden 
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Tabelle 111. 








che Mischung Zeitverleut Ho und » 100." 
Min. y 
ias 
ert I. 
Seem Starke, 12'/, ccm Puffer —_ 1,3495 1) 
les 121/,cem Wasser 
lind 6 1,182 52,1 
ube 7.5 1,171 48.9 
- 11 1,144 41.2 
U 13 1,154 38.3 
A)cem Starke, 25eccm Puffer 16 1,120 34.3 
bs 5 , Wasser, 10 , Speichel 19 1,114 32,6 
are! indkonzentration des Speichels 21,5 1,108 39.9 
1 : 500) 24 1,106 39,3 
r clic 97.5 1,105 39,0 
lam (30) (1,109) (31,2) 
- (34) (1,116) 33.2) 
AT ty 
| 69 1,066 18.9 
75 1,068 19,5 
Jod 82,5 1,070 20.0 
da 87,5 1,071 20,3 
94,5 1,073 20,9 
; 10) 1,975 21,5 
fer Die Halfte von Mischung II 108 1.076 21.7 
irke gekocht 113.5 1,078 22,3 
' 119 1,089 22.9 
_ 124 1,080 22.9 
iget 139.5 1,081 23,2 
on 144.5 1,082 23.5 
159 1.082 23.5 
1€1 
= 16! 1,66 18.9 
166 1,061 17,5 
cli¢ 172 1,057 16,3 
her 178 1,054 15.5 
mes 1V 183,5 1,951 14,6 
; l . ar 
ond Zu einem Teil der Mischung II] ~~ yor a. 
. wieder Speichel gefigt. i Peer o¢ 
mt Endkonzentration 1 : 500 20001,5 1,045 12,9 
‘ Paige 205.5 1,043 12,3 
len (Auch zu der ungekochten Hilfte 911 1.041 11.7 
aur der Mischung II wurde neuer Speichel 296 1,041 11.7 
gefiigt. Resultat: Unregelmabige 932 1.040 11.4 
Werte durch die anwesenden Flocken) 937.5 1.039 11.2 
rte 243 1,035 10.0 
Il] 249 1,033 94 
254 1.! 135 10. 
260 1,034 9.7 
vu 
det kénnte. Das Auftreten von Flocken ist dadurch noch nicht erklart 
worden, folgendes ist vielleicht die Erklarung dafiir 
ler Beim EingieBen des Stirkebreies in heiBes Wasser quellen die 
rk Starketeilchen sofort auf, aber beim Aufquellen umbhiillen sie zur gleichen 


len Zeit einige der Teilchen, welche noch nicht geniigend gequollen sind 
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Nach dem Verzehren der gequollenen Teilchen werden die nich; 
gequollenen frei, welche keine Wasserhiille haben und bei geniigenden 
Elektrolytgehalt ausfallen. Durch Erhitzen oder Zufiigen quellencder 
Salze quellen diese Teilchen, lésen sich auf und sind weiter verzehr},ar 
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Abb. 3. 


Wird eine dialysierte Starkelésung mit einer dialysierten Speichel 
lésung versetzt, welcher héchstens 5 Milliaquivalent NaCl* zugefiigt 
worden ist, so wird die Lésung auch nicht zu Ende verbraucht, di 
,hhemmende Wirkung“ ist ebenso stark wie bei elektrolytreicheren 
Lésungen, aber die Mischung flockt dann nicht aus. Auch nun tritt 
erst nach Erhitzen Blaufirbung mit Jod auf, auch hier war inaktiv: 
Starke iibriggeblieben. 

Selbst nach Tagen ist die Lésung nicht ausgeflockt, wohl ist six 
sehr opaleszent. Wird nun eine kleine Menge festen Salzes hinzugefiigt 
so treten sofort Flocken auf, die sich am Boden absetzen, mit eine: 
klaren Fliissigkeit dariiber, gerade wie bei allen Versuchen mit nicht 
dialysierter Starke und Speichel. 

Es wird kaum méglich sein, eine Starkelésung zu bereiten, welc! 
keinen unangreifbaren Rest enthalt. Auch Samec' sagt, dab ungequollei 
Stirke vom Ferment nicht angegriffen werde. 

Diese Ausflockung bei Anwesenheit der Elektrolyte kann als 
zuriickgefiihrt werden auf ein Freisetzen ungequollener Starkekerne 
die erst eingeschlossen waren in gequollenen Teilchen. Diese Kern 
waren nicht angreifbar, wurden aber verzehrbar nach Quellung durch 
Erhitzen. 


* Die Starke ist dann nicht entladen; siehe H.G. Bungenberg de Jo 
Rec. 48, 194, 1924. 
1 Kolloidchem. Beih. 7, 148, 1915. 
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Durch das Quellen wiirden dann Stellen frei werden, wo das 
Ferment sich anlagern und auch die Jodadsorption stattfinden kann. 


ler Einige Versuche miissen noch erwaihnt werden, damit es deutlich 
al sei. daB die Flocken nur aus Starke bestehen und nicht aus einem 
Starke-Speichelkomplex oder einem Starke-EiweiSkomplex (das EiweiB 
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1eT 
nt wire dann der Traiger des Enzyms). Gegen die letzte Annahme spricht 
lie Tatsache, daB die Flockung auch auftritt, wenn in der Speichel- 
he losung das Eiweif erst mit Pepsin bei pg 2 verdaut, die Lésung nachdem 
wieder neutralisiert worden ist und dann auf Starke einwirkt. Gegen 
lie erste Annahme (Stiarke-Speichelkomplex) spricht die Tatsache, 
si daB nach Zentrifugieren der ausgeflockten Lisung die ganze Enzym.- 
- menge sich in der obenstehenden Fliissigkeit befindet! und das Sediment 
me ilso nichts davon enthalt. Auch Sallinger® fand, daB die Flockung 
ch mabhingig von der Speichelkonzentration und nur bedingt war durch 


len physikalischen Zustand der Starke. 


1 Dieses wurde genau so bestimmt wie Versuch 2 (Abb. 2). 
2 Kolloid-Zeitschr. 25, 80. 














300 J. R. Broeze: 


Bei der Messung der Reaktionsgeschwindigkeit der Misch ng 
Starke—Speichel ist, wie friiher gesagt, die Jodmethode nicht sehy 
genau. Aus einem dazu angestellten Versuch (Abb. 4) geht hervor 
daB auBerdem mit der Jodmethode immer im Gebiet der Flockwung 
gemessen wird, wihrend die viskosimetrische Methode bis zur Flocking 
gebraucht wird. Da die Reaktion dann einfacher ist, ist auch das ein 
Veranlassung dafiir, die viskosimetrische Methode zu wihlen. 


Temperaturkoeffizient. 

Von E£. Ernstrém' ist der Temperaturkoeffizient der Stark: 
spaltung nach der Bertrandschen Methode bestimmt. Er fand ily 
fiir Malzamylase = 2, fiir Speichelamylase = 1,9, fiir das Temperatur 
intervall 20 bis 30°. Der Temperaturkoeffizient der Starkespaltung 
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Abb. 5. 


fiir Speichelamylase ist nun auch nach der viskosimetrischen Methoc 
bestimmt worden zwischen 20 und 30° und auch = 2 gefunden. 

Die Messung geschah genau wie bei allen vorigen Versuchen 
Gemessen wurden Mischungen mit einer Speichelkonzentration | : 50 
und 1 : 250, bei bei 20 und 30°. Die Resultate stehen in Tabelle !'\ 
und Abb. 5. 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 119, 213, 1922. 
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Tabelle IV. 
‘ e=—} ' 
Mischung Zeitverlauf | youndy 100. my Zeitverlauf » und yo 10> “> 
Min. 20° 20° Min. Ww) we 
me 1.3765; 100 1.3675 100 
Ohne Enzym | 
10,5 1,244 66,7 4,5 1,268 73,2 
17 1,212 59,6 10 1,206 56.3 
23 1,189 51,6 15 1,174 47.5 
29 1,172 47.0 20 1,154 42.1 
I. 33.5 1,165 45.1 25 1,143 39.1 
Knzymkonz. 38 1,156 42.6 30 1,137 37,4 
1 : 250 42.5 1,152 41.5 35 1,137 37,4 
47,5 1,147 40,2 
52 1,145 39.6 
56,5 1,145 39.6 
62 (1,147) (40,2 
10 1,255 68,2 6 1,254 69,8 
17 1,218 58.3 11 1,198 54.4 
23 1,194 51,9 16 1.167 45.9 
30 1,176 47.0 20,5 1,150 41,2 
Dassel be 36 1,164 43.8 26 1,136 37.4 
42 1,158 42.2 31,5 1,180 35,7 
49 1,151 40.4 86 (1,134) (36,8) 
55.5 1,150 40,1 
62 (1,154) (41,2 
) 1,303 80,5 7 1,283 77,0 
14 1,276 73,3 12 1,241 65.6 
19 1,257 68,3 17,5 1,208 56,6 
nt 25 1,238 63,2 23 1,185 50.3 
m4 31,5 1,222 59,0 28 1,174 47,3 
a o 36,5 1,209 55,5 33 1,162 44,1 
» 44 1,197 52,3 40 1,150 40,8 
56 1,181 48,1 47 1,146 39,7 
62 1,176 46,7 51 1,142 38.6 
54,5 1,141 38.4 
10.5 1,298 79,1 8 1,278 75,6 
17 1,266 70.6 14,5 1,228 62,0 
24.5 1,243 64.5 19.5 1,209 56.9 
33 1,226 60.0 25 1,184 50,1 
Dasselbe 37 1,213 56,6 30 1,170 46,3 
42.5 1,291 53,4 35.5 1,160 43.5 
50 1,192 51,0 41 1,158 41.6 
56 1,184 48.9 Viskosi- 
62 1,180 47.8 meter zerbr. 
20° 30° 











Die Kurven fiir eine Enzymkonzentration 1 : 500, gemessen bei 30°, 


und die fiir die Konzentration 1: 
sammen, was schon darauf hinweist, daB die Reaktion bei 30° zweimal 
so schnell geht wie bei 20°. 
der horizontalen Zahlen der vier Kurven. 
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250, gemessen bei 20°, fallen zu- 


Auch ergibt sich das aus dem Verhalten 


20 
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Regeneration des Enzyms. 

Gramenitzki! untersuchte den EinfluB verschiedener Temperat) 
auf die Wirkung der Taka- und Speicheldiastase und kam zu « 
SchluB, daB Fermente nach Kochen oder Erhitzen auf 115° ihre Wi; 
samkeit allmahlich zuriickgewannen. 

E. Ernstrém* behauptet, keine Regeneration der durch Erhit 
inaktivierten Speichellésung gefunden zu haben. 

Da die viskosimetrische Methode sich als eine sehr genau 
zuverlissige erwiesen hat, habe ich diese Frage nach dieser Meth, 
zu erkliren versucht. Es wurde auf die bekannte Weise eine Stiirk: 
und eine Speichellésung hergestellt. Ein Teil der Speichellésung wur« 
einmal wahrend 15 Minuten auf 60°, ein andermal wahrend 5 Minut: 
auf 100° erhitzt 

Beidemal wurde die erhitzte Speichellésung in Wirksamkeit mit 
dem unerhitzten Teile verglichen, wahrend von beiden dieselben Ver 
diinnungen gemacht wurden. Es ergab sich, daBb die erhitzte Lésung 
einen groben Teil ihrer Wirksamkeit eingebiibt hatte, was auch o 
wartet wurde. Am anderen Tage wurden dieselben Lésungen abermatls 
verglichen. Es zeigte sich, dab beide noch einen Teil ihrer Wirksamkeit 
verloren hatten. Ware nach dem Erhitzen eine Regeneration ei 
getreten, so hitte die erhitzte Lésung nach einem Tage oder nac! 
langerem Stehen nicht eine Verminderung, sondern eine Vermehrung 
der Wirksamkeit aufweisen miissen. 

Da dieses nicht der Fall ist und die erhitzte Lésung nach de: 


Stehen von der Wirksamkeit ebensoviel verliert als die unerhitzte. so 


folgt hieraus, daB keine Regeneration eintritt 


Zusammenfassung. 

1. Es wurde gezeigt, dab bei der Messung des Starkeabbaues 
durch Speichel gute Resultate erreicht werden mit der Viskositats 
messung. Diese Methode gibt einen Einblick in den ganzen Verlaut 
der Reaktion. 

2. Die Geschwindigkeit der enzymatischen Spaltung ist der Kon 
zentration des Enzyms proportional. 

3. Das Enzym vermindert sich nicht durch Einwirkung auf Stark« 

4. Fiir das Entstehen der Flocken und die Hemmung der Reaktion 
wird eine Erklarung gegeben. 

5. Der Temperaturkoeffizient der Reaktionsgeschwindigkeit bei 
20 bis 30° ist = 2. 

6. Es wurde keine Regeneration des erhitzten Enzyms konstatiert 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 69, 286, 1910. 
? Ebendaselbst 119, 246, 1922. 





Uber Wechselwirkung yon lonen bei Diffusionsvorgingen. 


Von 
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= (Aus der Landwirtschaftlichen Akademie, Moskau.) 


(Eingegangen am 8. Oktober 1928.) 
t Mit 5 Abbildungen im Text. 


Die Grundsatze seiner Theorie der Membrangleichgewichte setzte 

Donnan zuniichst im Dezember 1910 in einem vor der Londoner ,, Physio 
logical Society** gehaltenen Vortrag und darauf in einer im Juli 1911 
in der ,.Zeitschrift fiir Elektrochemie** veréffentlichten Mitteilung aus 
einander. Daf’ der Vortrag in der physiologischen Gesellschaft gehalten 
wurde, weist auf die Bedeutung hin, die der Verfasser der Anwendung 
seiner Theorie auf physiologischem Gebiet beizumessen geéneigt war 
Dasselbe bestatigt auch der Untertitel der obengenannten Mitteilung 
der dort als .,ein Beitrag zur physikalisch-chemischen Physiologie’ 
bezeichnet wird. In dieser Mitteilung weist Donnan mehrmals auf die 
vielfachen Anwendungen hin, die seine Theorie der Membrangleich 
gewichte in der Kolloidchemie und Physiologie haben kénnte. und 
beginnt die Mitteilung mit folgenden Worten: 
PS ,.1m folgenden soll ein Versuch gemacht werden, die lonengleichgewichte 
zu skizzieren, welche bei Anwesenheit einer fiir gewisse Ionen (und die 
entsprechenden undissoziierten Salze) nicht durchlissigen Membran ent 
stehen miissen. Solche Gleithgewichte besitzen eine groBe Wichtigkeit 
sowohl fiir die Theorie der Dialyse und der Kolloide, wie fiir den 
Mechanismus der Zellen und die allgemeine Physiologie“. 

Obwohl die durch die Donnansche Theorie erfabten Er 
scheinungen sehr wesentliche Veranderungen in die bis dahin herr 


n schenden Vorstellungen nicht nur im Gebiet der osmotischen Gleich 
gewichte, sondern auch in die der Dynamik der zum Gleichgewicht 
t fiihrenden Vorgiange einfiihren, und obwohl diese Erscheinungen unter 


den in lebenden Zellen vorhandenen Bedingungen ohne Zweifel weit 
verbreitet sind, wird diese Theorie in der Physiologie auch zurzeit 
noch nicht immer hinreichend in Betracht gezogen. Das betrifft nicht 
nur spezielle physiologische Arbeiten, sondern auch gewisse Lehr 
biicher der Physiologie sogar neuester Zeit. In diesen wird ohne jede 


20 * 
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Einschrankung der friihere Standpunkt eingenommen, der von de; 
Vorstellung beherrscht wird, daB die Konzentrationsausgleichung de; 
durch die Membran diffundierenden Stoffe eine unerlaBliche Bedingung 
des osmotischen Gleichgewichts tiberhaupt bilden muB. 

In der letzten Auflage der .,Pflanzenphysiologie’ von W. J. Palla 
(1922, S. 127, russisch) werden die das osmotische Gleichgewicht | 
stimmenden Bedingungen auf folgende Weise formuliert : ,,Die Verschiebu 
der Fliissigkeit durch die Membran dauert so lange, bis die Konzentrat iv; 
auf beiden Seiten der Membran gleich wird.“ 

Derselbe Standpunkt wird auch in dem unlangst erschienenen Buche 
von W. W. Lepeschkin, Lehrbuch der Pflanzenphysiologie auf physikalisc| 
chemischer Grundlage (Berlin 1925) entwickelt. ,,Nathanson (1904)* 
sagt der Verfasser (S.37) — ,,versuchte zu beweisen, daB Salze in den Zellsaft 
nicht nach den Gesetzen der Osmose, sondern nur bis zu einer Konzentration 
eindringen, die durch besondere lebende Eigenschaften des Protoplasmas 
reguliert wird. Ruhland (1910) zeigte aber, daB Nathanson durch die von 
ihm verwendete ungenaue Methode irregefiihrt worden war, und daB Salz« 
in die Zelle in Ubereinstimmung mit osmotischen Gesetzen eindringen 
Die Osmose der Salze durch das Protoplasma hért nach Ruhkland nur dam 
auf, wenn die Konzentration des osmosierenden Stoffes beiderseits des 
Protoplasmas gleich geworden ist.“ 

Donnan zeigte, daB die osmotischen Gesetze die Konzentrations 
ausgleichung beiderseits der Membran bei Gleichgewichtszustand gar 
nicht fiir alle Falle fordern, und stellte die Bedingungen fest, bei denen 
keine Ausgleichung zustande kommt. Da diese Bedingungen meistens 
in den lebenden Zellen vorkommen, so kann hier die Ausgleichung 
der Salzkonzentrationen mehr eine Ausnahme als eine Regel darstellen! 


Den einfachsten Fall des Donnanschen Membrangleichgewichts 
bildet ein System, das nur zwei Elektrolyte mit einem gemeinsamen 
Ion enthalt, z. B. die ionisierten Salze NaCl und NaR, in denen R ein 
dialysierunfahiges Ion ist. Von thermodynamischen Erwagungen aus- 
gehend, zeigte Donnan, daB die Verteilung der diffusiblen Ionen in 
diesem System unter Gleichgewichtszustand durch die Gleichung 
cl, . nm, = cl, . ng bestimmt werden muh, wobei die kleinen Buchstaben 
molare Konzentrationen der entsprechenden Ionen und die Index 
zahlen 1 und 2 entgegengesetzte Membranseiten bedeuten. Befindet 
sich NaR im Gleichgewichtssystem (1) NaCl|NaCl+ NaR (2) auf 
der Seite (2), so muB cl, = n, und ny = cl, + ry sein, und das oben 
angegebene Ionenverhaltnis laBt sich folgendermafBen ausdriicken: 

n? — cl® = cl, (cl, + 1) 
oder, wenn man n, = cl, durch 2, cl, durch y und r, durch z bezeichnet 


a = y(y + 2). 


1 Vgl. dariiber G. E. Briggs und A. H. K. Petrie, Biochem. Journ. 22 
1071, 1928. 
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Aus dieser Gleichung geht hervor, dab x und y bei den gegebenen 
Bedingungen nicht gleich sein kénnen, und dab die Divergenz zwischen 
ihnen um so betrachtlicher sein mu, je gréBer z ist, d. h. je starker 
die relative Konzentration derjenigen lonen ist, fiir welche die Membran 
impermeabel ist. 2x wird gleich y nur dann, wenn z gleich 0 ist; nur 
wenn die nicht diffusiblen R-lonen véllig fehlen, ist also ein osmotisches 
Gleichgewicht mit Konzentrationsausgleichung der diffusiblen Lonen 
vorhanden. 

Sind die Volumina der Lésungen auf beiden Seiten der Membran 
gleich, so kénnen Anfangs- und Gleichgewichtszustand des Systems 
durch folgende Schemata dargestellt werden. 

(1) NaCl (c) | Na R (z) (2) und (1) NaCl (x) | NaCl (ec x) + NaR (z) (2). 
wobei die eingeklammerten kleinen Buchstaben die molaren Konzentra- 
tionen der Salze bedeuten. Fiir diesen speziellen Fall ist es leicht, zu 


zeigen, daB das Verhiltnis der NaCl-Konzentrationen im Anfangs- 
Os A. « 


: : ot c , 
und Gleichgewichtszustand auf der Seite (1) — wemgrem. Sah. Daraus 
x c+2z 


ergibt sich, daB das Verhaltnis c: x bei Verminderung von z im Ver- 
hiltnis zu c nach 2 und im entgegengesetzten Falle, d. h. beim Steigen 
von z im Verhaltnis zu c nach | strebt. Bei extremen Verhiltnissen 
haben wir im ersteren Falle eine gleichmaBige Verteilung von NaCl 
auf beiden Seiten der Membran, im letzteren Falle bleibt fast alles 
NaCl auf der Seite (1). Da der Gleichgewichtszustand von der Anfangs- 
verteilung des NaCl unabhingig ist, so kommt man zu demselben 
Resultat auch dann, wenn sich NaCl anfangs auf der Seite (2) mit 
NaR befindet, und dann kann man sagen, das NaCl durch das nicht 
diffusible Salz NaR auf die entgegengesetzte Seite gedrangt wird 
Weiter stellte Donnan auf Grundlage derselben thermodynamischen 
Erwagungen fest, daB die oben formulierte Gleichung fiir lonenverteilung 
auch dann zur Geltung kommt, wenn die im System befindlichen 
Elektrolyte kein gemeinsames Ion enthalten. So -wird die Verteilung 
der diffusiblen K-, Na- und Cl-Ionen im System (1) KCl; NaR (2) 
unter Gleichgewichtszustand durch folgende Gleichungen bestimmt 


k, .cl, = k,.cl, und n, .cl, = ny . cly. 


Sind die Volumina der Lésungen auf den entgegengesetzten Seiten 
der Membran gleich, so gelten fiir die diffusiblen I[onen des Systems 
folgende Verhaltnisse : 


k n el, c+ 2 
=—_—_— = = 4, 


sl, Cc 


a 
n, c 


wobei c und z die Anfangskonzentrationen von KCl und NaR bedeuten 
Wenn z im Verhaltnis zu c abnimmt, so nahert sich A dem Verhaltnis 
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cle 1. d. h. verteilen sich die K-, Na- und Cl-Ionen auf beiden S« 
der Membran gleichmabig; im Gegenfall, wenn z im Verhiltnis z 
zunimmt, nahert sich 4 dem Verkaltnis z/c, d. h. sammeln sich die \ 
und Na-lonen vorwiegend auf der Seite (2) an, wo sich die ni 
diffusiblen R-Anionen befinden. und die Cl-Ionen auf der entgeg: 
gesetzten Seite. 

Als schlieBliches Resultat seiner Betrachtungen in diesem Gelbiect 
spricht Donnan folgendes aus: 

.,lst zu einer Seite einer Membran eine elektrolytisch dissoziierte S\ 
stanz mit nicht dialysierbarem Anion in geniigend grofer relativer K: 
zentration vorhanden, so wird sie das Kation eines zweiten, ganz verschi« 
nen (und sonst véllig dialysierbaren) Elektrolyten scheinbar stark ,anziehe: 
das Anion desselben in gleichem Mabe scheinbar .vertreiben‘. Die Wort: 
Kation und Anion in dieser Aussprache kénnen natiirlich umgetaus: 
werden. Diese, gleich wie die friiher behandelten Teilungsverhaltniss: 
kénnen fiir den Mechanismus der Zellwirkung von groBer Wichtigkei: 
sein. Bedeutet z. B. (2) das Innere der Zellen, (1) die &uBere Fliisigk« 
und enthalt (2) das elektrolytisch dissoziierte, nicht dialysierbare Salz Na R 
(wo z. B. R ein EiweiBanion ist), so wiirde nach dem friiher Gesagt: 
dann der Eintritt von z. B. NaCl in die Zelle aus der AuBenfliissigke: 
(bei relativ kleiner NaCl-Konzentration in derselben) in hohem Grac: 
verhindert werden. Ware aber z.B. KCl in der AuBenfliissigkeit vo: 
handen, so wiirde das Kalium derselben (wieder bei relativ kleiner Ko: 
zentration von KCl in der AuBenfliissigkeit) in hohem Mae von den Zell 
,angezogen* und dort sozusagen ,verankert‘ werden.“ 

Bei der theoretischen Begriindung seines Prinzips ging Donnan 
von thermodynamischen Grundlagen aus. Spater zeigte Wilson, dai 
dieses Prinzip auf Grund kinetischer Erwagungen leicht abgeleitet 
werden kann. 

Da die entgegengesetzt geladenen Ionen nur paarweise von eine 
Lésung in die andere durch die Membran hiniiberwandern kénnen 
so geht daraus hervor, daB die Wanderungsgeschwindigkeit dieser 
[onen von der Haufigkeit abhangt, mit welcher sie zufallig paarweise 
auf die Membran stoBen, und, da die Haufigkeit dieses Zusammen 
stoBens wiederum durch das Produkt der Ionenkonzentrationen b 
stimmt werden mu, so mub dieses beim Gleichgewichtszustand fiir 
die entsprechenden entgegengesetzt geladenen Ionen in beiden Lésungen 
den gleichen Wert haben. Also kommt bei diesem Zustande die vor 
Donnan abgeleitete Gleichung zur Geltung. 

Die Verwirklichung der der Theorie entsprechenden Membran 
gleichgewichte wurde durch die Versuche Donnans und seiner Mit 
arbeiter mit verschiedenen Membranen zu einem gewissen Grad 
experimentell nachgewiesen. Die dabei zum Vorschein kommenden 
Abweichungen miissen nach Donnan vor allem dadurch bedingt werden 
daB die Konstituenten der Salze den Gesetzen der idealen Elektrolyt 


lésungen nicht genau folgen. 


ul 
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In seiner Theorie der Membrangleichgewichte betrachtete Donnan 
den EinfluB der Gegenwart von nichtdiffusiblen Ionen auf die Ver- 
teillung der iibrigen durch die Membran diffundierenden Ionen im 
Gleichgewichtszustand. Die Einwirkung des Elektrolyts mit nicht- 
diffusiblem Lon mu aber nicht nur in der Endverteilung der diffusiblen 
lonen zum Vorschein kommen, sondern auch im Vorgang der lonen- 
verschiebung selbst, der zum Gleichgewicht fiihrt. Es ist zu erwarten, 
da die durch Gegenwart von nichtdiffusiblen Ionen bedingte Er- 
weiterung bzw. Verengerung der Grenzen der etwaigen Anhiufung 
von lonen auf der einen oder anderen Seite der Membran -eine ent- 
sprechende Steigerung bzw. Verminderung der Geschwindigkeit des 
zum Gleichgewicht fiihrenden Vorgangs, d.h. der Wanderungs- 
geschwindigkeit der Ionen verursachen mub. 

Da NaCl im System (1) NaCl| NaCl NaR(2) beim Gleich- 
gewichtszustand in héherer Konzentration auf der Seite (1) vorkommt. 
wo NaR nicht vorhanden ist, und da eine gleiche Wanderungs- 
geschwindigkeit von NaCl durch die Membran in beiden entgegen- 
gesetzten Richtungen bei diesem Zustande angenommen werden muB, 
so geht daraus hervor, daB NaR die Wanderungsgeschwindigkeit des 
mit ihm zusammen in der Lésung befindlichen NaCl steigert, indem 
diese Geschwindigkeit mit der des Hiniiberwanderns desselben Salzes 
aus der Lésung von héherer Konzentration auf der Seite (1) aus- 
geglichen wird. Das ist schon daraus ersichtlich, daB NaCl nach Ent- 
fernung von NaR aus dem oben betrachteten, im Gleichgewicht be- 
findlichen System von der Lésung (1) in die (2) hiniiberzuwandern 
beginnen mub, sowie auch daraus, daB ein Hineintragen von NaR in 
die Lésung (2) des unter Gleichgewicht befindlichen Systems (1) NaC! 
NaCl (2), mit gleicher Salzkonzentration auf beiden Seiten der 
Membran, ein Hiniiberwandern von NaCl von der Lésung (2) in die (1) 
erzeugen mub. 

Daraus ist zu schlieBen, daB NaCl bei derselben Konzentration 
seiner Lésungen im System (1) Wasser NaCl + NaR (3) mit gréBerer 
und im System (1) NaCl} NaR(2) mit geringerer Geschwindigkeit 
als im System (1) Wasser NaCl (2) durch die Membran hiniiberwandern 
muB, d.h. daB die Diffusionsgeschwindigkeit von NaCl durch NaR 
gesteigert oder vermindert werden kann, je nachdem, ob sich dieses 
auf derselben oder auf der entgegengesetzten Seite der Membran dem 
NaCl gegeniiber befindet. 

Wie aus der Donnanschen Gleichung hervorgeht, kommt das 
Gleichgewicht im System (1) NaCl| NaCl + NaR (2) zustande, wenn 
nm, .cl=m,.cl, ist. In diesem Zustande muB die Verschiebungs- 
geschwindigkeit von NaCl in beiden entgegengesetzten Richtungen 
ausgeglichen werden. Daraus ergibt sich, dab die Diffusionsgeschwindig- 
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keit von NaCl nicht durch die Gesamtkonzentration des Salzes, sondery 
durch das Produkt von lonenkonzentrationen n .cl bzw., wenn ma) 
NaCl fiir ein ideales Elektrolyt annimmt', durch Konzentration seine; 
undissoziierten Molekile bestimmt wird. 

Den EinfluB von NaR auf die Diffusionsgeschwindigkeit 
NaCl betrachtend, nahmen wir an, daB die Membran fiir R-Anionen 
impermeabel ist. Es ist aber selbstverstindlich, daB im Systen 
(1) Wasser | NaCl + NaR (2) die Diffusionsfahigkeit von NaR nur dik 
Dauer seiner Einwirkung auf die NaCl-Diffusion beeinflussen kann 
jedoch micht die Art und das Ma8 dieser Einwirkung im gegebenen 
Moment, die nur durch das Konzentrationsverhaltnis in diesem Moment 
bestimmt werden mub. 

Der EinfluB von NaR auf die Diffusion von NaCl in der Hinsicht 
die hier erértert wird, muB auch in dem Falle zum Vorschein kommen 
wenn die Membran fiir NaR ebenso wie fiir NaCl permeabel ist, und 
die oben angefiihrten Erwagungen Jassen annehmen, da der Betrag 
dieses Einflusses der Herabsetzung der elektrolytischen Dissoziation 
von NaCl und dem Konzentrationssteigen seiner undissoziierten Molekiil 
zu einem gewissen Grade entsprechen muB. 

Ein derartiger EinfluB mu®8 auch dann zur Geltung kommen 
wenn NaR durch die entsprechende Menge von NaCl ersetzt wird 
d.h. wenn die Konzentration des Salzes einfach erhéht wird. Im 
letzteren Falle muB das Steigen der Diffusionsgeschwindigkeit von 
NaCl nur in einem héheren Grade als im Falle mit NaR, dem Kon 
zentrationssteigen der Cl-lonen gemaB, in Erscheinung treten. 

Von den oben angefiihrten Erwagungen ausgehend, ist es leicht 
zu zeigen, dab die Diffusionsgeschwindigkeit des stark dissoziierte: 
Elektrolyts bei einer Steigerung seiner Konzentration dieser letzteren 
nicht proportional, sondern in einem Grade, der diese Proportionalitit 
mehr oder weniger tibersteigt, progressieren mub. Wenn a den elektro 
lytischen Dissoziationsgrad, K die Dissoziationskonstante und ¢ di 
molare Konzentration bedeuten, so kann die oben angebene Gleichung 
fir NaCl, n.cl= K.(ncl), auf folgende Weise ausgedriickt werden 


fiir Konzentration c: c*?.a®*= K .c(l1 — a), 


fiir Konzentration ¢,: c?.a?= K .¢,(1 — a). 


Demnach ist das Verhaltnis zwischen den Konzentrationen det 
undissoziierten Salzmolekiile 


nm 


c(l — a) c . 
¢(l—a) cf af 


1 Ist das der Fall, so muB fiir NaCl die Gleichung n.cl = K. (ne/ 
gelten, wo K die Konstante der elektrolytischen Dissoziation und (nc! 
die Konzentration undissoziierter Molekiile des Salzes bedeutet. 
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In bezug auf verdiinnte Lésungen von starken Elektrolyten, die 
fast vollstandig dissoziiert sind, nahert sich das Verhaltnis a/a, eins, 
ind die oben angegebene Gleichung nimmt die Gestalt 


e(li—ae) ¢ 

c,(i—a,) ¢ 
an. Hier ist also das Verhaltnis der Konzentrationen von nicht disso- 
ziierten Molekiilen dem der zweiten Potenzen der Gesamtkonzentrationen 
des Elektrolyts gleich. Dieser Schlu8 gilt nur fiir ideale Lésungen von 
starken Elektrolyten, und fiir diese Lésungen, wenn man die Pro- 
portionalitat zwischen Diffusionsgeschwindigkeit und Konzentration 
nichtdissoziierter Molekiile voraussetzt, mu} man auch annehmen, 
daB die Diffusionsgeschwindigkeiten den Quadraten der Gesamt- 
konzentrationen des Elektrolyts proportional sind. 

Da die starken Elektrolyte in der Tat den Gesetzen der idealen 
Lésungen nicht folgen (bei Konzentrationsverinderungen bleibt der 
Wert von K nicht konstant), so kann man nicht erwarten, dal bei 
diesen Elektrolyten die theoretisch abgeleiteten Verhaltnisse zustande- 
kommen. Hier mu8 doch auch die Diffusionsbeschleunigung, die durch 
die _Konzentrationssteigerung hervorgebracht wird, diese bis zu einem 
gewissen Grade iibersteigen. Daraus ergibt sich, daB das Ficksche 
Gesetz, nach dem die Diffusionsgeschwindigkeit der Gesamtkonzentra- 
tion proportional sein muB, auf starke Elektrolyte nicht ausgedehnt 
werden kann. Eine solche Ausdehnung dieses Gesetzes kommt aber 
nicht selten in physiologischen Arbeiten vor?. 

Der einfachen Proportionalitat kann sich das Verhaltnis zwischen 
Diffusionsgeschwindigkeit und Gesamtkonzentration mehr oder weniger 
nur bei schwachen Elektrolyten mit geringer Dissoziationskonstante 
nihern, bei denen der Wert von a verhaltnismaBig klein ist und sich 
bei Konzentrationssteigerung stark vermindert. 

Von den oben betrachteten Verhiltnissen ausgehend, kann man 
den SchluB ziehen, daB die Diffusionsgeschwindigkeit von NaCl durch 
Einfiihrung jedes Chiorids (z. B. KCl) ebenso wie auch jedes Salzes 
iiberhaupt geférdert werden mub. Zieht man aber die Verschiebung 
nur der Na-Ionen in Betracht, so muB diese durch jede Konzentrations- 
steigerung von diffusiblen Anionen in der Lésung von Na-Salz ge- 
firdert werden. Uberhaupt muB eine Konzentrationssteigerung von 
Anionen die Verschiebung des Kations und eine Konzentrations- 
steigerung von Kationen die Verschiebung des Anions begiinstigen 

Diese gegenseitige Einwirkung von Anionen und Kationen mui 
nicht nur von ihrer Konzentration, sondern auch von dem Grad ihrer 


1 Vgl. z. B. Troendle, diese Zeitschr. 112, 259, 1920; ebenso auch 
M. Lullies, Pfliigers Arch. 207, 8, 1925. 
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Beweglichkeit abhangig sein, soweit durch diese die Haufigkeit des ; 
sammentreffens von entgegengesetzt geladenen Lonen und die Bildung 
nicht geladenen undissoziierten Molekiilen bestimmt wird. Da H 
O H-Ionen die héchste Beweglichkeit im Vergleich zu der der iibrigen | 
besitzen, so ist es verstandlich, dab die Sauren die Verschiebung der \ 
ionen und die Alkalien die der Kationen besonders beeinflussen miiss: 
In Ubereinstimmung mit diesen SchluBfolgerungen kénnen 
Erscheinungen gebracht werden, die von P.Girard und seinen \it 
arbeitern bei den Versuchen iiber die Einwirkung von Sauren wn 
Basen auf die relative Diffusionsgeschwindigkeit der Salzionen dure! 
Tiermembranen beobachtet wurden, und die Girard nur als Ergebnis 
von Verinderungen in der Membranladung zu erklaren geneigt is 
Zu Erscheinungen derselben Kategorie gehért auch die von J. Lov 
beobachtete Tatsache, daB Chloride die Diffusion der Salzsiure dur 
Kollodiummembran_ beschleunigen?. 


Die oben auseinandergesetzten Erwaigungen, die einer von wns 
schon vor 2 Jahren in einer russischen Mitteilung entwickelt hatt 


! P. Girard und Mitarbeiter, C. r. 148, 1047, 1909; 170, 821, 1920 
174, 1727, 1922; 175, 183, 1922. 

* J. Loeb, Journ. of gener. physiol. 5, 255, 1922. 

3 WIL. S. Butkewitsch, Fortschr. d. biolog. Chem. 5, 1927 (russisc} 
vgl. auch: Derselbe, Journ. f. wiss. Agron. 2, 307, 1925 (russisch);: WI. S. un 
W. W. Butkewitsch, diese Zeitschr. 161, 468, 1925. In dieser letzten Arhei 
kommen wir zu dem SchluB, daB8 die férdernde Wirkung kolloidaler Kies: 
siure hinsichtlich der Aufnahme von Phosphorséure durch die Pflanze: 
auf den Erscheinungen beruht, die mit dem Donnanschen Membranglei 
gewicht in Zusammenhang stehen. Nach der Meinung von Boresch und Sachs: 
(Festschrift anlaBlich des 70. Geburtstages von J. Stoklasa, 1928, S. 167 
muB diese Erklirung der betreffenden Wirkung der Kieselsaéure als 
unhaltbar betrachtet werden, da auch diese durch die Pflanze aus der 
Nahrlésung aufgenommen wird. Diese Meinung ist auf ein MiBverstandnis 
gegriindet. Fiir die Einwirkung der Kieselséiure, die wir annehmen, ist 
eine vollstandige Impermeabilitét der Pflanzenzellen hinsichtlich diese: 
Saéure gar nicht ndétig. tine hierher gehérige Bemerkung finden wi: 
bei Donnan selbst. In seiner deutschen Mitteilung iiber die Membran 
gleichgewichte sagt er folgendes: .,Es geniigt, zu bemerken, daB dix 
vermeintliche Undurchlassigkeit vielleicht nur eine sehr kleine Diffu 
sionsgeschwindigkeit in der Membran bedeutet. Die zu besprechende: 
Gleichgewichte wiirden dann in letzter Linie keine wahren Gleichgewiclit: 
sein, doch werden sie praktisch wie theoretisch realisierbar sein, wen! 
die betreffenden Diffusionsgeschwindigkeiten geniigend klein im Ve 
gleich mit denjenigen der anderen Salze und Ionen sind.‘ (Zeitschr. | 
Elektrochem. 17, 572, 1911.) In unserer Mitteilung iiber das Donnanscli 
Membrangleichgewicht (1. c.) wiesen wir auch darauf hin, daB auch diffusib|: 
Ionen eine férdernde Wirkung auf die Diffusionsgeschwindigkeit andere: 
lonen ausiiben kénnen. Wir hoffen, daB eine wirkliche Existenz solche: 
Einwirkungen durch die in dieser Mitteilung dargelegten Erwagunge' 
und Versuchsergebnisse auBer allem Zweifel gestellt wird. 


mu 


di 
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saben uns Veranlassung, die Versuche anzustellen, deren Ergebnisse 
weiter unten kurz dargelegt werden!. 

Die fiir die Versuche angewandte Vorrichtung bestand im wesent- 
lichen aus einem Kolloidumschlauch, der beinahe 15 mm breit und 
250 mm lang war und in einem beinahe 30 mm breiten Glasrohr ein- 
geschlossen wurde. Bei den Diffusionsversuchen lief man die gepriifte 
Lisung auBerhalb des Kollodiumschlauches und destilliertes Wasser 
innerhalb desselben durchstrémen. Die beiden Stréme waren ent- 
gegengesetzter Richtung und hatten Geschwindigkeiten, die waihrend 
edes einzelnen Versuches und in den einzelnen zu _ vergleichenden 
Versuchen konstant blieben. Die Menge der den Kollodiumschlauch 
passierenden Fliissigkeit machte 6 ccm pro Minute aus. Alle Versuche 
wurden bei Zimmertemperatur von 18 bis 20° angestellt. 


1. Versuche mit KN O.-Lésungen von verschiedenen Konzentrationen. 


Die Konzentrationen der bei diesen Versuchen angewandten K N O,- 
Losungen sind in der Tabelle I angegeben, wo die Ergebnisse der Versuche 
vusammengestellt werden. In der Fliissigkeit, die den Kollodiumschlauch 
nassiert hatte, wurde der NO,-Gehalt bestimmt. Die Volumina der zu 
diesen Bestimmungen gebrauchten Fliissigkeiten waren den Konzentrationen 
ler in den einzelnen Versuchen angewandten Lésungen umgekehrt pro- 
portional. Wenn die Diffusionsgeschwindigkeiten den Gesamtkonzentra- 
tionen des Salzes proportional waren, so miiBten die Analysen dieselben 
NO,-Mengen ergeben. In der Tat weist der NO,-Gehalt der analysierten 
Fliissigkeiten mit Steigerung der Salzkonzentrationen in den Versuchs- 
josungen, den obigen Erwagungen gemaB, eine regelmaéBige Zunahme 
nach, und diese steht offenbar in einem gewissen Zusammenhang mit dem 
Steigen der Aquivalentkonzentrationen undissoziierter Salzmolekiile. 

In der weiter unten folgenden Tabelle I sind mit den Analysenergeb- 
nissen zusammen auch die entsprechenden Aquivalentleitvermégen A und 


die aus ihnen berechneten, den Dissoziationsgrad bezeichnenden a und 





l a) angegeben. 
Tabelle I. 
Konzen- ‘ N Og-Gehalt 
trationen Volumina der 
\ — zur oe ER os Seem 
ae _ “ : ime verbrauchten SS 
von KNO, Flussigkeiten | fussigkeiten 
Nr. ec in Mol com Din 10-6 Mol 
l 0,0001 124.7 : 126.3 0.9873 0,0127 50 18,75 
2 0,0002 124.3 : 126.3 0.9841 0,0158 250 2,22 
3 0,091 122.9 : 126,3 0,9731 0,0269 50 23,85 
4 0,002 122.0 : 126,3 0,9660 0,0340 25 95.55 
5 0,01 118.1 : 126,3 0,9351 0,0649 5 32,92 
6 0,02 115,2 : 126,3 0,9121 0,0879 2.5 38,69 
7 01 104,4 : 126.3 0,8266 0.1734 0,5 56,77 
8 0,2 98.6 : 126.3 0,7807 0.2193 0.25 66,12 


1 Die Versuche wurden im Laboratorium von Prof. D. N. Prianisch- 


nikow angestellt. 
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Nimmt man fiir D und (1 a) die der héchsten Salzkonzent: 
entsprechenden Werte gleich 100 an, so ergeben sich die folgenden Ry 
der verhaltnismaéBigen Zahlen. 





0,2 0,1 0,02 0,01 0,002 0,001 0,0002 
(I Pere 100 79,07 40,08 29,60 15,50 | 12,27 7,25 58 
Pe Pees ae 100 85.86 58.50 49.80 38.64 36,70 | 30.58 28 


Diese Verhaltnisse werden graphisch durch die Kurven auf de: 
Abb. | dargestellt, wobei auf der Abszissenachse nicht die Konzentratione 
selbst, sondern ihre negativen Logarithmen (P,) aufgetragen worde: 


100, 





sind. Es ist leicht zu sehen, daB ein gewisses Verhaltnis zwischen dem 
Sinken der Aquivalentdiffusion D und der Abnahme von (1 — « 
besteht; sie gehen aber nicht parallel vor sich, und das erstere bleibt 
hinter der letzteren zuriick. 


Das 14Bt sich dadurch erklaren, da8B auch die Ionen samt den w 
dissoziierten Molekiilen an der Diffusion zu einem gewissen Grade teil 
nehmen, wobei die verhaltnismaBige Bedeutung der ersteren mit Abnahni 
der Salzkonzentration anwachst. Eine Diffusion findet auch dann statt 
wenn sich (1 a) praktisch Null na&hert?. 


' Hier ist aber zu bemerken, daB das Hiniiberwandern der Ione! 
auf die entgegengesetzte Seite der Membran nur in aquivalenten Menge: 
méglich ist. Die auf diesem Wege verlaufende Diffusion ist also von B« 
dingungen abhangig, durch welche die Kompensation der die Membra: 
passierenden Ionen mit entgegengesetzt geladenen [onen bestimmt wir! 
Es ist selbstverstandlich, daB diese Bedingungen zu einem gewissen Grac: 
mit denjenigen zusammenfallen, von denen die Konzentration undiss: 
ziierter Molekiile in einer Ausgangssalzlésung, d.h. (1 a), abhang? 
Deshalb muB8 sich auch die Ionendiffusion in einem gewissen Verhaltms 
zu dem Wert befinden, der durch (1 — a) ausgedriickt wird. Weiter mu 
man auch in Betracht ziehen, daB die bei niedrigeren Konzentration« 
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Mehr ausgepragt ist der Zusammenhang der Diffusion mit un- 
jissoziiertem Anteil des Salzes, d. h. mit (1 — a), in nicht zu stark 
verdiinnten Lésungen, und dieser Zusammenhang kommt in gewissen 
Konzentrationsgrenzen so weit zum Vorschein, dab die Veranderungen 
in der Diffusionsgeschwindigkeit denen von (1 — a) beinahe pro- 
portional sind. Fiir die Salzkonzentrationen c, c, und c, gilt hier fast 
genau die Gleichung 

a. — 9, = —* = K (const) (1) 
(1 —a,) — (1 — a@,) (1 —a,) — (1 —a) 


oder, allgemein ausgedriickt, 


AD K. 
4 (1 — a) 
Nach Vereinigung in der Gleichung (1) nimmt sie die Gestalt 
D, — D D D AD , 
. = — oder = & (2) 
a, — a, a — a, — 4a 


m. Setzt man in die Gleichung (2) statt a seinen Wert ein, der durch 
die Aquivalentleitvermégen 4 ausgedriickt wird, d. h. A/A,, so ergibt sich 
D D K 4D 
—_=—=-—=—£& oder — = b, (3) 
A—A, he ~ Mh 
wo k eine neue Konstante bildet, die K/A,, gleich ist. 
Von den Ergebnisse unserer Versuche ausgehend, finden wir fiir k 


und K die folgenden Werte. 





Salzkonzentrationen in Versuchs: | 


Wewngem 2 we et tt ts Cg—C7 C7 —Cg Co—Cs Cya— Cy | Cg — Cg | Cg — Ce | Co — Cy 


JD 
i - ot ee 1,61; 1,67 1,99) 1,89) 1,89) 2,59, 3,68 


sh 
JID 
K k - 40 l 


Te 203,3 |210,9 (251,383 |238,7 238,7 327,1 464.8 


k bleibt in gewissen Konzensrationsgrenzen nur bei den gleichen 
Versuchsbedingungen etwa konstant, und mit Verainderung dieser 


fiir K berechneten Werte (siehe weiter unten) keinen Anspruch auf be- 
trichtliche Genauigkeit machen kénnen. 

Es ist auch vorauszusetzen, da8 die wirklichen Diffusionsgeschwindig- 
keiten bei héheren Konzentrationen durch osmotische Verschiebungen 
des Wassers nach der Seite der Salzlésung etwas erniedrigt wurden. Diese 
Verschiebungen lieBen sich durch Ausgleichung des osmotischen Druckes 
auf der entgegengesetzten Seite der Membran beseitigen, wozu eine Lésung 
irgend eines Nichtelektrolyts von entsprechender Konzentration statt des 
von uns gebrauchten Wassers angewandt werden kénnte. 
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verandert sich auch der k-Wert. Es ist selbstverstandlich. da 
k-Wert unter anderem auch von den Eigenschaften der Men 
abhangig sein muB. Das ist auch aus den Ergebnissen des weiter 
beschriebenen Versuchs ersichtlich, der mit einer anderen von nx 
zubereiteten Kollodiummembran angestellt wurde. Bei diesem Vers 
mit demselben Salze wurde k bei Koazentrationen von 0,001 n bis 0.) 
gleich 6,5 gefunden, d. h. fast dreimal héher als in dem eben erértert 
Versuche. 

Die Abb. 2 gibt eine graphische Darstellung der Abhinygig 
zwischen der Aquivalentdiffusion und dem Dissoziationsgrad des Sa! 


Abb. 2. 


Auf der Horizontalachse werden die (1 a)-Werte (x 10°) und auf cet 
Vertikalachse die D-Werte aufgetragen. Die Kurve bildet fiir die Sa! 
konzentrationen, die in den Grenzen von 0,2 bis 0,001 n liegen, fast . 
Gerade. In diesem Bezirk wird das Verhaltnis zwischen D und (1 

AD . 
anndhernd durch die Gleichung const. bestimmt. Was 

A (il —a) 

die Abweichungen von dieser Gleichung in dem Bezirk niedrigerer 
Konzentrationen betrifft, so war die Rede davon schon oben. 


2. Vergleichende Versuche mit verschiedenen Salzen der Salpetersiure und 
mit der Siure selbst. 


Die Versuchsbedingungen waren dieselben wie bei den vorigen \: 7 
suchen, nur wurde die andere von neuem bereitete Kollodiummembr: 
angewandt. Man priifte die Salze von zwei einwertigen Kationen, N s 
und K, und von einem zweiwertigen, Ca. Die Lésungen der Salze und de: d 
Saéure wurden bei diesen Versuchen in zwei Konzentrationen gebrauc! by 
und zwar 0,001 und 0,01 n. 

In der Lésung, die bei der Leitung destillierten Wassers durch «: ' 
Kollodiumschlauch erhalten worden war, wurde nur N O,-Gehalt bestimn . 

K 


Die Ergebnisse werden in der Tabelle II zusammengestellt. 





nd 
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Tabelle 11. 





Konzentration N Og-Gehalt 
in Versuchslésung des durchgelassenen Wassers 
ji. 0,001 n 35,97 . 10-6 n 
NOs)2 | 9 0,01 n 712,42 
o 0,001 n 41.45 
Na N Og 2. 0.01 n 751,15 
va) Bi , 0,001 n 47,58 
AANMs 12 } 0.01 n 786,80 
ING l : 0,091 n 75,16 
: 2 0.01 n 910,30 


Hier finden wir auch, wie in den vorigen Versuchen, kein direktes 


Verhaltnis zwischen Diffusionsgeschwindigkeit und 


Gesamtkonzen 


tration in den Versuchslésungen. Die erstere steigt in héherem Mabe 


is die letztere, und die Aquivalentdiffusion bleibt also nicht konstant 


In allen Fallen nimmt sie mit der Konzentrationssteigerung in der 


Versuchslésung betrachtlich zu 


In der weiter unten folgenden Tabelle III werden 
\quivalentdiffusionswerte mit Kationenbeweglichkeiten 
sprechenden 4 und 1 a zusammengestellt. 


T abe lle I] I ° 


die 


gefundenen 
(B) und ent- 





Kationen- 


D beweglichkeit 7 . * l 

) ji. 35,97 ; 108,0 ae 0,0417 
Ca(BOs {9° 71.24 “ 992 M24 o1198 
, l 41.45 101.8 . 0.03823 

rm awe 2  « y 9 aie 
NaNO, 2 75,11 = 97.1 ys 0,0770 
NW ahs 47.58 a 122.9 ae 0.0269 
me, 46. 78,68 = 118,1 126,35 | 01,0649 
, t® 75.16 ae 375 —— 0.0045 
mo TS. 91.03 © 368 576,7 | 00282 


Die in der Tabelle ITI angegebenen Verhaltnisse werden graphisch 


auf der Abb. 3 dargestellt 


Abgesehen von dem bereits oben bezeichneten 


betrichtlichen 


Steigen der Aquivalentdiffusion mit der Konzentrationszunahme in 


der Versuchslisung ist es auch beachtenswert, da die 


Salpetersaure 


besonders bei niedrigeren Konzentrationen, trotz starker Dissoziation 
und geringen Wertes von (1 — a), viel héhere Diffusionsgeschwindigkeit 
als ihre Salze nachweist. Das wird offenbar durch die héhere Beweglich 
keit der H-Ionen bedingt, die den Mangel an undissoziierten Molekiilen 














316 W1. S. u. W. W. Butkewitsch: 


kompensiert. Das betrifft zu einem gewissen Grade auch das K-s 
dem Na-Salz gegeniiber. Auch hier scheint die héhere Diffusi 
geschwindigkeit bei verhaltnismaBig geringerem Gehalt an und 


160 - . —_— ——_——_— —— 
8 ’ 
wb 

i } | 

l / 

"Ww 7 

\ (1-2¢)x 104 / 
‘Gir 901 n-Liis / 
100+ x + + ; 
. / | 
} ~ - * 
\. DO fiir goin-Lis)| fp 

8&0 ~t ~ | 

| i tf 








~~ 
60} t . " 
D fir 0001n-Lés. 

WO ty \~ { 
we EEO an 
c-—-—- a A ‘Y 

a |  (1-0e)x 703 | in. 

Sir 000In Lis. ss. | 
\ 5 
Ca(N0,)2 Na NO; ANOz HNO; 
Abb. 3 


ziierten Molekiilen an gréBere Beweglichkeit von K-Ionen gekniipft 
zu werden. 


Es ist auffallend, daB, trotz des bedeutenden Unterschieds in det 
Diffusionsgeschwindigkeit der Siure und ihrer Salze, das Verhaltnis 
der Zunahme dieser Geschwindigkeit zu dem Anwachsen von (1 — a 


AD 


d. h. Aa K, annaherungsweise durch denselben Wert fiir dic 
(1 — a) 


Saure und ihre alkalischen Salze ausgedriickt wird, und zwar 


for HNO. K 91,03 — 75,16 ss 
j - == — 853 
- 3 0.0232 — 0.0045 , 


78,68 — 47,58 
, ARNO, A = = 82 
KNO, 0.0649 — 0.0269 


75,11 — 41,45 
» NaNO, K = = 753 
NaNO, K 0.0770 — 0.0323 i 


Se , , : ; 
Das Verhaltnis k ist fiir die Saure und dieselben Salz: 


AA 


entsprechend 2,27, 6,05 und 7,16 gleich. Die angegebenen Zahlen sind 
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den entsprechenden A, beinahe umgekehrt proportional und geben 
durch Multiplikation mit diesen fast die gleichen Werte K*. 
AD 


Die annahernde Gleichheit der Werte von Au fiir Saure 
( a) 


und Salze weist darauf hin, daB das Steigen der Aquivalentdiffusion 
beim Konzentrationszuwachs vor allem von der dabei stattfindenden 
Vermehrung undissoziierter Molekiile bestimmt wird. 

Was den Wert K fiir Ca-Salze betrifft, so ist dieser = 452. Hier 
haben wir also eine GréBe, die anderthalb- bis zweimal kleiner ist als 
die der Saure und ihren alkalischen Salzen entsprechenden Zahlen. 
Dieser Unterschied steht wahrscheinlich mit Zweiwertigkeit des Ca-Ions 
in Zusammenhang. 


3. Einwirkung von H-lIonenkonzentration auf die Diffusion der NH,- und 
N0O,-Ionen aus der Lésung von NH,NO.,. 


Die Versuchsanstellung war dieselbe wie in den vorigen Versuchen. 
\ls Ausgangslésung diente eine Lésung von NH,NO, in destilliertem 
Wasser. 

Ein Versuch wurde direkt mit dieser Lésung, deren pq gleich 5 war, 
angestellt. In den zwei iibrigen Versuchen wurde dieselbe Lésung an- 
gewandt, nachdem sie im einen Falle mit Salzsiure (5 ccm n/10 HCl auf 
| Liter) angeséiuert und im anderen mit Natriumhydroxyd (2,5 cem n/10 
NaOH auf 1 Liter) alkalisch gemacht worden war. Im ersteren Falle 
hatte die Lésung py = 3,2, im letzteren — 8. 

In der Lésung, die bei der Leitung des Wassers durch den Kollodium- 
schlauch erhalten worden war, wurde der NO,- und NH,-Gehalt bestimmt. 
Die Ergebnisse dieser Bestimmungen werden in der Tabelle TV angefiihrt. 





Tabelle IV. 
Py in der Ausgangslésung NO; NH, 
1, Cee eee Sc sw 65,48 . 10-6 mol. 66.66 . 10-6 mol. 
i 0) ya ae 57,42 73.88 
5. GeO) GO .... 53,87 $1,11 


In aquivalenten Mengen verschoben sich die Komponenten von 
NH,NO, auf die entgegengesetzte Seite der Membran nur bei py = 3,2. 
Ging die aktuelle Aziditat herunter, so nahm die Diffusionsgeschwindig- 
keit fiir NO, ab und fiir NH, zu, und bei pg = 8 war schon ein be- 
trichtlicher Uberschu8 vom letzteren Komponenten dem ersteren 
gegeniiber vorhanden, und zwar war das Aquivalentverhiltnis 
NH,:NO, = 1,5. 

Aus diesem Versuch ist ersichtlich, daB NH, aus einer NH,NO,- 
Lésung bei etwa neutraler Reaktion die Kollodiummembran in ver- 


* K =k.Aa, vel. die Versuchsreihe 1. 
Biochemische Zeitschrift Band 204. 91 
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haltnismaBig betrichtlicher Menge als NO, passiert. Hier auBert sic/ 
also dieselbe Erscheinung, die sich bekanntlich auch auf den lebend: 
Zellen beobachten 1aBt. 


4. Einwirkung von H-lonen auf Diffusionsgeschwindigkeit der Phosphorsiure. 


Diese Versuche wurden ebenso wie die vorigen angestellt. Man pruite 
die m/1000 Lésungen von H, PO, (px < 3), NaH, PO, (py 4,6), Na,H PO, 
(px > 8) und Na, PO, (pq noch héher). Die Bestimmung des PO0,-Gehalis 
der Lésung aus dem Kollodiumschlauch gab die folgenden Resultat, 
(Tabelle V). 

Tabelle V. 





m/1000 Lésungen von Bei den Analysen gefundene 


PO,-Konzentrationen 
8 ee ee 26,21 . 10-6 mol. 
& Nal,POQ, .... 22,11 
38. NaHPO, .... 11,89 
SS ee 8,21 


Wie in der vorigen Versuchsreihe, l48t sich auch hier eine b: 
schleunigung der Saurediffusion mit dem Steigen der H-Ilonenkonzentra 
tion in der Lésung beobachten. Mit dem Ubergang von der alkalischen 
Na,PO,-Lésung zur sauren Lésung der freien Séure wird die Ge 
schwindigkeit der Saurediffusion mehr als dreimal héher. 

Die Ergebnisse der Versuchsreihen 3 und 4 werden auf den Abb. 4 
und 5 graphisch dargestellt. 


30 - 
ail NH. BS ? 
3 7 a 3” P<] 
BD deere} Sey} 
Ss } —-— ; 4 j 
| edt 
~ | NO, 15 t 
~ ag S —_ 
-~ 7 c 
S 20! S 
sn 2 5 
= | s 
3 5 8h, HPO, Nati, PO, Na,HP0,~ Na,P0, 
Abb. 4. Abb. 5. 


Durch weitere Versuche, die zurzeit im Gange sind, wurde auch 
fesigestellt, da8 ein Salz, das der Lésung eines anderen Salzes zugesetzt 
worden ist, die Diffusion dieses letzteren, in Ubereinstimmung mit den 
oben angefiihrten Erwagungen, beférdert. Diese Erscheinung wurde 
in bezug auf eine NH,NO,-Lésung beim NaCl-Zusatz nachgewiesen 


Die oben betrachteten Tatsachen kénnen eine weite und erfolg 
reiche Anwendung in der Physiologie zur Erklarung der Erscheinungen 
finden, die beim Stoffumtausch in den lebenden Zellen tiberhaupt und 





Its 
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speziell bei der Wurzelernahrung der héheren Pflanzen zur Geltung 
kommen. 

Bisher trug die Physiologie den Tatsachen dieser Kategorie fast 
yar keine Rechnung. Die Aufmerksamkeit wurde meistens auf die 
osmotischen Eigenschaften der lebenden Membranen und vorwiegend 
auf ihre Permeabilitétsverhiltnisse gerichtet. Die Einwirkung der 
in Lésung befindlichen Elektrolyte selbst aufeinander hinsichtlich 
der Diffusionsvorginge von einzelnen Komponenten der Léisung blieb 
fast auBer Achtung. 

Als ein hierher gehoriges Beispiel kann die soeben erschienene 
ausfiihrliche Arbeit von Nieklewski, Krause und Lemanczyk' dienen. 
In dieser Arbeit versuchen die Verfasser die von ihnen beobachteten 
Erscheinungen hinsichtlich der Aufnahme der Salze durch die Pflanzen 
aus komplizierten Salzlésungen nur auf Verinderungen in Ladungen 
der Plasmamembranen zuriickzufiihren. 

DaB die Membranladungen eine wesentliche Rolle bei Diffusions 
vorgangen spielen kénnen, ist durch zahlreiche Versuche von Girard, 
Loeb, Michaelis und anderen Forschern festgestellt. Wie wichtig die 
Bedeutung der Ladung dabei auch sein mag, ist es jedoch freilich nicht 
zu hoffen, durch diesen Faktor allein eine befriedigende Erklarung 
denjenigen komplizierten Erscheinungen zu geben, die bei der Salz- 
aufnahme durch die Pflanzenzellen zustandekommen. Zurzeit darf 
kaum bezweifelt werden, daB auch diejenigen verhaltnismaBig ein- 
fachen Erscheinungen, die Girard bei Einwirkung von Sauren und Basen 
auf die Salzdiffusion beobachtete, nicht durch Membranumladung 
allein bedingt werden, wie das Girard meinte. Wie aus den in dieser 
Mitteilung angefiihrten Erwagungen und Versuchsergebnissen ersichtlich 
ist, kénnen derartige Erscheinungen auch als eine Folge der hier be 
betrachteten Wechselwirkung der lonen zustandekommen. 


Zu vollstandigerer Beleuchtung der in diesem Gebiet hervor- 
tretenden Fragen sind weitere und genauere Untersuchungen er- 
forderlich. Aber auch die zurzeit zu unserer Verfiigung stehenden 
Angaben sind bereits hinreichend, um eine Reihe der durch physio- 
logische Forschungen festgestellten Tatsachen zu erklaren, denen man 
bis jetzt keine befriedigende Erklarung geben konnte. Eine eingehendere 
Betrachtung dieser Tatsachen muB aber Gegenstand besonderer Mit- 
teilung bilden?. 


1 B. Nieklewski, A. Krause und K. Lemanczyk, Jahrb. f. wiss. Bot. 69, 
101, 1928. 

® Einiges davon wurde schon von einem von uns in der oben zitierten 
russischen Mitteilung iiber die physiologische Bedeutung des Donnanschen 
Membrangleichgewichts auseinandergesetzt. Vgl. auch Wi. S. und W. W. 
Butkewitsch, diese Zeitschr. 161, 468, 1925. 
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Zusammenfassung. 


Von der Gleichung des Donnanschen Membrangleichgewichts a 
gehend, ist zu folgern, daB die Diffusionsgeschwindigkeit des in Lisung 
befindlichen Elektrolyts von Art und Menge nicht nur dieses, sondern 
auch anderer in derselben Lésung vorhandener Elektrolyte abhingig 
ist, und daB diese Geschwindigkeit mit der Konzentrationssteigerung 
des Elektrolyts nicht proportional der Gesamtkonzentration pro 
gressiert, sondern in héherem Mabe, das dem verhaltnismaBigen Zuwachs 
undissoziierter Molekiile entsprechen mubB. 

Diese SchluBfolgerungen werden durch Diffusionsversuche mit 
Kollodiummembran bis zu einem gewissen Grade bestitigt. 

Die Versuche zeigten, dab bei verschiedenen Konzentrationen 
des Salzes (KNO,) die Aquivalentdiffusion nicht konstant bleibt 
Sie wiaichst mit der Konzentrationssteigerung, wobei dieser Zuwachs 
in einem direkten Verhiltnis zur Zunahme der relativen Menge von 
undissoziierten Molekiilen steht. In gewissen Konzentrationsgrenzen 

: ee AD 
bleibt das Verhaltnis - fast konstant. 
— a) 

Die Salpetersiure und ihre alkalischen Salze wiesen bei denselben 
Konzentrationen sehr verschiedene Diffusionsgeschwindigkeiten nach 

wurde bei gepriiften Konzentrationen 
—a 
(n/100 bis n/1000) sowohl fiir Saiure wie auch fiir Salze annahernd 
durch denselben Wert ausgedriickt. 

Daraus geht hervor, daB das Steigen der Aquivalentdiffusion mit 
einem Konzentrationszuwachs vor allem durch die dabei stattfindende 
Vermehrung undissoziierter Molekiile bedingt wird. 

Fiir Ca(NO,), wurde das obengenannte Verhiltnis anderhalb- bis 
zweimal niedriger als fiir Salpetersiure und ihre alkalischen Salze 
gefunden, was wahrscheinlich mit Zweiwertigkeit des Kations in Ver 


aber das Verhaltnis 


bindung steht. 

Die Diffusionsgeschwindigkeit verschiedener Elektrolyte wird 
nicht nur durch ihren Dissoziationsgrad, sondern auch durch Beweglich- 
keit ihrer Ionen (ebenso wie auch undissoziierter Molekiile) bestimmt 
Fiir die héhere Geschwindigkeit der stark dissoziierten Salpetersaure 
in Vergleich zu ihren Salzen miissen stark bewegliche H-lonen ver 
antwortlich sein. Dasselbe betrifft auch die K- und Na-Salze. 

Aus einer NH,NO,-Lésung diffundieren die Salzkomponenten 
(NH, und NO,) durch Kollodiummembran in Aquivalenten Mengen 
nur bei py= 3. Geht die aktuelle Aziditét herunter, so nimmt die 
Diffusionsgeschwindigkeit fiir NO, ab und fiir NH, zu. Bei etwa 
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neutraler Reaktion passiert NH, die Kollodiummembran in itiber- 
wiegender Menge, was sich auch auf den lebenden Zellen beobachten laBt. 

Die Diffusion der Phosphorséure aus den Lésungen ihrer Na-Salze 
wird mit AziditaétserhGhung beférdert, und die héchste Diffusions- 
veschwindigkeit wurde fiir freie Siure nachgewiesen, die im Vergleich 
zu Na, PO, mit dreimal héherer Geschwindigkeit durch die Kollodium- 
membran hiniiberwanderte 

Wird irgend ein Elektrolyt der Lésung eines anderen zugesetzt, 
so muB die Diffusion dieses tiberhaupt beférdert werden 

Aus den oben angefiihrten Ergebnissen ist es ersichtlich, dab 
gewisse Erscheinungen, die man bis jetzt blo} mit dem Einflub von 
Membranladung zu erklaren versuchte, wenn auch nicht ganz und gar 
so doch mindestens zum Teil auf Rechnung der hier betrachteten 
Wechselwirkung der Ionen gesetzt werden miissen. Hierher gehéren 
unter anderem auch die Erscheinungen, die Girard bei seinen Ver 
suchen iiber die Einwirkung von Siuren und Basen auf die relative 
Diffusionsgeschwindigkeit der Salzionen durch Tiermembranen beob- 
achtete. 

Die an die Wechselwirkung der Ionen gekniipften Erscheinungen, 
die in dieser Mitteilung erértert werden, kénnen eine betrichtliche 
tolle beim Stoffumtausch in den lebenden Zellen tibérhaupt und 
speziell bei der Wurzelernihrung der héheren Pflanzen spielen, und 
von diesem Standpunkt aus verdienen sie eine genauere Untersuchung 
und iiberhaupt mehr Beachtung, als ihnen bis jetzt in. der Physiologie 
zuteil wurde 














Uber die Wirkung 
von Kohlenoxyd und Blausiure auf Himatinkatalysen'. 


Von 
Hans Adolf Krebs. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 8. Oktober 1928.) 


Mit 10 Abbildungen im Text. 


In dieser Arbeit, die auf Vorschlag von Herrn 0. Warburg aus 
gefiihrt wurde, wird gezeigt, dal} charakteristische Eigenschaften des 
Atmungsferments auch Eigenschaften von Haminverbindungen sind 

Von allen Haminderivaten, die ich untersucht habe, verhiil' 
sich gegen Kohlenoxyd und Blausiure dem Atmungsferment am ahn 
lichsten die Pyridinverbindung des Hamatins, die entsteht, wenn man 
Hamin einer wasserigen alkalischen Pyridinlésung zusetzt. 

1 mg Eisen dieser Substanz iibertragt bei 20° pro Stunde 100000 emm 
Sauerstoff auf Cystein, wobei das Cystein in Cystin iibergeht. Das 
dreiwertige Eisen des Pyridin-Hamatins wird hierbei zu Pyridin 
Hamochromogen reduziert, das zweiwertige Eisen des Himochromogens 
durch molekularen Sauerstoff reoxydiert. Das dreiwertige Eisen des 
Pyridin-Hamatins reagiert nicht oder nur sehr langsam mit dem 
Wasserstoff der SH-Gruppe des Cysteins. Denn reines Cystein wird 
nicht merklich oxydiert. Eine merkliche Oxydationsgeschwindigkeit 
findet man nur dann, wenn in der Lésung die Hisenverbindung des 
Cysteins vorhanden ist. Bezeichnen wir mit (Fe), das Eisen des Ferro 
cysteins und mit (Fe), das Eisen des Hamatins, so ist der Reduktions 
vorgang bei der Katalyse 

(Fe***) + (Fe**)o = (Fe**)y + (Fe***)c. 

Die Katalyse wird durch Kohlenoxyd reversibel gehemmt, durc! 

Belichtung wieder erzeugt. Kohlenoxyd verbindet sich im Dunkeln 


1 Ein Teil der Ergebnisse dieser Arbeit ist bereits in dieser Zeitschr 
193, 347, 1928 mitgeteilt. 
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mit dem zweiwertigen Eisen des Himochromogens und verhindert 
dadureh das Eisen an der Reaktion mit Sauerstoff. Bei Belichtung 
dissoziiert das Kohlenoxyd-Hamochromogen in Kohlenoxyd und 
freies Hamochromogen. Die Lichtempfindlichkeit des Kohlenoxyd- 
Haimochromogens ist von derselben GréBenordnung wie die Licht- 
einpfindlichkeit des Atmungsferments. 

Die Katalyse wird durch Blausaure reversibel gehemmt, und zwar 
durch die gleichen Blausdurekonzentrationen wie die Atmung. Von den 
verschiedenen Formen des Eisens, die in der Lésung vorliegen, ist es 
hoherwertiges und wahrscheinlich dreiwertiges Eisen des Pyridin- 
Hamatins, das hierbei mit Blausdure reagiert und Blausiéure-Pyridin. 
Himatin bildet. Die Blausdiureverbindung wird von Ferrocystein 
nicht reduziert, und daher hemmt Blausiéure die Katalyse. 

Der Mechanismus der Kohlenoxyd- und Blausiurewirkung ist also 
durchaus verschieden. Kohlenoxyd reagiert mit dem zweiwertigen 
Eisen des Hamochromogens, Blausiure reagiert mit héherwertigem 
Eisen. In dieser Hinsicht besteht eine vollkommene Analogie zu 
dem Verhalten des Atmungsferments. Kohlenoxyd hemmt die Atmung 
durch Reaktion mit dem zweiwertigen Eisen, Blausiure hemmt die 
Atmung durch Reaktion mit héherwertigem Eisen des Atmungs- 
ferments !. 

Wahrend sich die Pyridin-Hamatinkatalyse gegen Kohlenoxyd und 
Blausdure verhalt wie die Atmung lebender Zellen, ist es mir nicht 
gelungen, Hamatinkatalysen durch Schwefelwasserstoff so wie die 
Atmung lebender Zellen zu hemmen. 

Die Arbeit zerfallt in folgende Abschnitte : 

I. Nomenklatur der Haiminverbindungen. 
II. Methodisches. 

111. Sauerstoffiibertragung durch Hamatin und Hamatinverbin- 

dungen. 

IV. Wirkung von Kohlenoxyd und Licht auf Hamatinkatalysen 

V. Wirkung von Blausaure auf Hamatinkatalysen. 
VI. Wirkung von Schwefelwasserstoff auf Hamatinkatalysen 


I. Nomenklatur der Himinverbindungen. 


Lést man Hamin in alkalischer wisseriger Lisung, so wird das 
Chlor der Chlorferrigruppe durch Hydroxyl ersetzt und es entsteht 
Hamatin; das Eisen des Hamatins wird bei vorsichtiger Reduktion 
zu zweiwertigem Eisen reduziert, ohne dai dabei das organische 
Molekiil wesentlich verindert wird. Sowohl Hamatin als auch das 


1 O. Warburg, diese Zeitschr. 189, 354, 1927. 
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reduzierte Himatin reagieren, wie lange bekannt ist, mit Bas 


Chemisch und physikalisch-chemisch sind diese Verbindungen w: 
untersucht, so dai man gut tut, alles Experimentelle auf den einz 
definierten Kérper, der vorliegt, das Hiimin, zu beziehen. Wenn 
trotzdem im folgenden fiir Lésungen des Hamins in verschied 
Lésungsmitteln Ausdriicke wie Himatin, Haimochromogen usw 

nutze, so tue ich es mehr zur Abkiirzung. Theorien iiber die chemi 
Konstitution sind fiir meine Zwecke entbehrlich 


Ich nenne: 








1. Haimin in Alkalien gelést : Hamatin 
2. Hamin in wiaisserigem alkalischen zy 
Pyridin gelést: Pyridin-Hamatin cf 
3. Himin in wasserigem Nicotin gelést: Nicotin-Hamatin E : 
4. Lésung (1) mit Cyanid: Blausaéure-Hiématin cs 
be oe a . Blausiure-Pyridin-Hamatin | $< 
6. - (3) ,, 99 Blausaure-Nicotin-Hamatin ig 
a ro (1) ,, Cystein reduziert: Ham? = ¢ 
8. - (2) ., o - Pyridin-Hamochromogen | et 
9. - (3) ,, - a Nicotin-Hamochromogen | 3 ¥- 
10. ind (7) .. Cyanid: Blausiiure-Himochromogen | > $ 


Il. Methodisches. 


Darstellung der Reagenzien. Cystein wurde nach E. Friedman) 
aus Cystin gewonnen und nach 0. Warburg‘ von Metallverunreinigunge: 
befreit. 

Himin wurde nach Schalfejeff aus Ochsenblut dargestellt® 

Die Boratpufferlésungen wurden nach der Vorschrift O. Warburgs' 
hergestellt und mit Kohle gereinigt. Ebenfalls durch Schiitteln mit 
Kohle wurden die Phosphatpufferlésungen von Metallverunreinigunge: 
befreit. 

Nicotin wurde von EZ. Merck bezogen und durch Destillieren i: 
Stickstoffatmosphare von etwa 15mm Hg (Vakuum der Wasserstrah! 
pumpe) gereinigt. 

Die Messung der Oxydationsgeschwindigkeit erfolgte manometrisc!) 
in der in diesem Institut iiblichen Weise®. Die MeBgefiBe waren kege! 


1 Bertin-Sans und de Montessier, C. r. de ? Acad. d. Se. 116, 591, 1893 
W.J. Dilling, Atlas der Kristallformen und Absorptionsbainder der Ham: 
chromogene. Stuttgart 1910. M. ZL. Anson und A. FE. Mirsky, Journ 
Physiol. 60, 50, 1925. 

2 Nach Anson und Mirsky, 1. c. 

3 EB. Friedmann, Hofmeisters Beitrige 4, 504, 1904. 

* O. Warburg, diese Zeitschr. 187, 255, 1927. 

5 W. Kiister, Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeitsmethod., Teil * 
Heft 2, Lieferung 26. 

* O. Warburg, Uber den Stoffwechsel der Tumoren. Berlin 1926. 
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formig (Abbildung siehe diese Zeitschr. 187, 257, 1927). Thr Volumen 
betrug etwa 17 ccm. 
Messung des Absorptionsspektrums. Der Absorptionskoeffizient 9 
es Farbstoffs ist definiert durch die Gleichung 


di 3 i 
- = -%.€ ( 
dx f 
wo — di die Abnahme der Intensitat i auf dem Wege d.c bedeutet und c 
die Konzentration. Gleichung (1) ergibt integriert fiir den endlichen 
Weg d, auf dem die Intensitat von ¢, auf ¢ absinkt: 
. i 

8 = _-—-In-?. 2 

f dc i =) 
Die Messung von 4,/¢ geschieht mittels des Spektralphotometers von 
Konig, Martens und Griinbaum. Verwendet wurden Quarztrége mit 
planparallelen Wainden, in denen die Farbstofflésung unter Luft 
abschluB gehalten werden konnte. 

Der Trog wird zunichst ohne Farbstoff, nur mit dem Lésungsmittel 
gefillt, in den Strahlengang des Spektrophotometers gebracht und die 
Drehung des Nicols um den Winkel g, abgelesen; sodann wird die 
Farbstofflésung eingefiillt und der Winkel @ abgelesen. Dann ist 


to tang? gy 3 
‘ (3) 
i tang* g¢ 


aus Gleichung (2) und (3) folgt 


| l tang? ) 
$= => 
dc tang* g 


d wird in Zentimetern, c in Grammatomen Eisen pro Kubikzentimeter 
angegeben. 


Ill. Sauerstoffiibertragung durch Himatin und Himatinverbindungen. 
1. Hdmatin. 


Wie D.C. Harrison" fand, iibertragt Hamatin molekularen Sauer 
stoff auf Cystein unter Oxydation zu Cystin. Ich habe diese Reaktion 
niher untersucht und unter verschiedenen Bedingungen die Ge 
schwindigkeit der Sauerstoffiibertragung gemessen 

Um die katalytische Wirkung des Hamatins bei der Cystein 
oxydation zu untersuchen, ist es notwendig, in Lésungen zu arbeiten 
die entweder frei von anderen katalytisch wirkenden Substanzen sind 
oder deren Gehalt an anderen Katalysatoren bekannt ist®. Ich habe 
in den folgenden Hamatinversuchen Reagenzien und Lé#sungen benutzt 


1 Biochem. Journ. 18, 1009, 1924. 
2 Siehe hierzu S. 328, Abschnitt a. 
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die nach den in Abschnitt Ll beschriebenen Methoden gereinig: 
praktisch frei von anderen Katalysatoren waren 


a) Zeitlicher Verlauf der Hamatinkatalyse. 

Tabelle I und Abb. 1 zeigen den Verlauf der Katalyse in 
schiedenen Medien, in Boratpuffer von pq 10,3 und in Phosphatyp 
Von Pr 6.8), 

Tabelle I. 

Sauerstoffiibertragung auf Cystein durch Hamatin. Verlauf der Kat 
in Boratpuffer und in Phosphatpuffer. Zusammensetzung der Lés 
1. 2cem m/4 Boratpuffer (py 10,3), 0,2 mg Hamin, 6,1 mg Cysteine! 


hvdrat; 2. 2cem m/4 Phosphatpuffer (pq 6,8), 0,2mg Hiamin, 6,) 


- 


Cysteinchlorhydrat. Gas: Luft. Temperatur 20°, 





Saverstoffverbrauch von 2 com Lésung 


Zeit in Boratpuffer in Phosphatpuffer 
(Py 10,3) (Py 68) 
Minuten cmm cmm 
15 33,2 25 
45 118.5 76 
65 199 105.5 
S5 215 131 
125 218 170 
165 219.5 193.5 
285 221 216.5 
390 221 222 


ed 


J 


— > Sauerstotverbrauch/ 








0 40 80 120 160 200 20 280 
— > Minuten 
Abb. 1. 
Sauerstoffiibertragung auf Cystein durch Himatin. Graphische Darstellung der Tabelle | 


' Ich nenne auch Hamin in neutralem Phosphat gelést ,,Hamati 
obgleich man im Zweifel dariiber sein kann, ob hier das Chlor des Hami 


durch Hydroxyl ersetzt ist. 
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Pro Milligramm Cystein wird in beiden Fallen gleichviel Sauerstoff 


‘a 36,.3.cmm, aufgenommen 


Zur Umwandlung von Cystein in 


Cystin sind pro Milligramm Cystein 35,6 cmm Sauerstoff erforderlich 
Die Geschwindigkeit der Sauerstoffaufnahme steigt in Borat mit 


Zeit an; in Phosphat bleibt die Geschwindigkeit bis zur Hilfte 


les Umsatzes konstant und sinkt dann langsam ab 
Driickt man die katalytische Wirkung des Himatineisens durch 
Kubikmillimeter iibertragener Sauerstoff 


Quotienten 


b) 


HW 


aus 


so) 


Milligramm Eisen X Stunden 
hilt man in Borat bei py 10,3 den Wert 7800. in Phosphat bei py 6.8 
800 (berechnet aus der Anfangsgeschwindigkeit ) 


Abhangigkei 


t vom 


Sauerstottdruck. 


Tabellen IT und Il zeigen den Verlauf der Katalyse bei ver- 


schiedenen 


Sauerstoffkonzentrationen 


Wie 


man aus den Tabellen 


ersieht, ist die Oxydationsgeschwindigkeit sowohl im Phosphat wie im 
Borat vom Sauerstoffdruck abhangig 


Sauerstoffiibertragung durch Hamatin in Cystein. 
soratpuffer (pq 10,3) bei verschiedenen Sauerstoffdrucken. 
10—* mol. Hamin, 1,9 . 
Temperatur 20°. 


b 


setzung der Lésung: m /4 Boratpuffer, 0,77 . 


Cysteinchlorhy 


Tabelle 11. 


ydrat. 


Verlauf der Katalyse in 
Zusammen- 
10-2 mol 





Zeit 


Minuten 


10 
10 
10 
10 
10 
10 


Sauerstoffiibervragung durch 
in Phosphatpuffer (pq 6,8) bei verschiedenen Sauerstoffdrucken. 
m/2 Phosphatpuffer (pq 6,8), 0,77 


sammensetzung 


10-* mol. Hamin, 1,9 . 10-* mol. Cysteinchlorhydrat. 


Sauerstoffverbrauch von 2 ccm Lésung 


O»-Druck 
38 mg Hg 
cmm 


~ 


FRB D He 


der Lésung: 


2 ecm 


Oo+Druck 
154mg Hg 


cmm 


11 

11,5 
13,2 
14,6 
15,3 
17,4 


Tabelle Ill. 


Og-Druck 
740mg Hg 
cmm 


24 
28.5 
36 
44 
52.5 
56 


Hamatin auf Cystein. Verlauf der Katalyse 


Zu 


Temperatur 97° C. 





Zeit 


Minuten 


20 
20 
20 


Sauerstoffverbrauch von 
O»+Druck Og*Druck 
38 mg Hg 154mg Hg 

cmm cmm 
22,6 28,4 
20,5 27 

19 25.6 


2cem Lésung 


Og-Druck 
740 mg Hg 


cmm 
41 
39.7 


44S 
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c) Abhangigkeit von der Cysteinkonzentration. 
Tabelle IV zeigt den EinfluB der Cysteinkonzentration a, 
Geschwindigkeit der Sauerstoffiibertragung. Die Geschwindigk: 
der Cysteinkonzentration proportional 


Tabelle 1V. 


Sauerstoffiibertragung durch Hamatin auf Cystein. EinfluB der Cy 

konzentration auf die Geschwindigkeit der Sauerstoffiibertragung 

sammensetzung der Lésung: 2cem m/4 Boratpuffer (pq 10,3), 6.) 
Haimin. Luft. 20°. 





Geschwindigkeit der Sauerstoff- 








: iivertragung 
Cysteink onzentration dz cum 
Mole ‘Liter dt | Minuten 
F IS 8 ‘ 
1.71.10? ° 0.96 
30 
53.5 Ps 
3,22 . 10-3 , 1,78 
30 


2. Hdminverbindungen. 


Versetzt man Lésungen von Hiamatin oder Ham mit stickstoft 


haltigen Basen. beispielsweise Pyridin oder Nicotin, so verbindet si 
wie Bertin-Sans und de Montessier!, W.J. Dilling' und M. L. Ans 
und A. E. Mirsky fanden. Himatin und Him mit diesen Basen 
neuen Koérpern 


Ich habe die oxydations-katalytische Wirksamkeit verschiedene: 


Haminderivate verglichen und gefunden, dab sie in sehr verschiedene: 
Mabe befihigt sind, molekularen Sauerstoff auf Cystein zu iibertrage: 
Hamoglobin ist beispielsweise oxydationskatalytisch fast unwirksa: 
W ist ~ 0 (Protokoll 1). Nicotinhimatin ist katalytisch enorm wirksar 
W erreicht Werte von 2000000 (Protokoll 2) 


Wie die katalytische Wirksamkeit ist auch das Verhalten zu Kohle: 


oxyd und zu Blausaure von Hiaminverbindung zu Haminverbindung 


verschieden 


a) EinfluB von Nerrosulfat auf die katalytische Wirkun; 
des Pyridin-Hamatins 


Fiigt man zu Pyridin-Hamatin Spuren von Ferrosulfat hu 


zu, so erhalt man, wie Warburg und Negelein gefunden haben‘ 


1 Le. 
2 Diese Zeitschr. 200, 414, 1928. 
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t eine Additionswirkung von Ferrosulfat und Pyridin-Himatin, 


sondern eine viel gréBere Wirkung. 


Tabe lle V. 





sauerstoffiibertragung auf Cystein durch Pyridin-Himatin. EinfluB des 
Ferrosulfats auf die Oxydationsgeschwindigkeit. Lésung: m/4 Borat- 
ifer von py 10,3, 3mol. Pyridin, 0.77 . 10-5 mol. Hamin, 3,8 . 10-* mol. 
Z Cystein. Luft. 10°. 
} 
é oom Seung 2 com Lésung 2 ccm Lésung —_ ane 
Ferrosullat, Fe als FeSO Fe isis Fe SO) + 4 10-4 mg 
zusatz . . Fe (als FeSO,) 
Sauerstoffverbrauch in 
1) Minuten (emm 9 37,1 61,7 7.5 


Nach den Zahlen der Tabelle V_ ist in dem 
gepriiften Bereich die Steigerung der Oxydations- 


geschwindigkeit durch Ferrosulfatzusatz etwa 
proportional der zugefiigten Eisenmenge 








—> Sauerstofverbrauchfemm) 


Dieser Versuch zeigt, daB die Geschwindigkeit 20 
tort der Katalyse nur dann eine merkliche ist, wenn 
sc! die Lésung Ferrocystein enthalt. Der Katalysator 
Xe = ’ P -_ a“ . = . . 0 10 20 
reagiert offenbar  s¢ hr viel schneller mit dem —Minuter 
LZ Risen des Ferrocysteins als mit der SH-Gruppe a. 2 
des Cysteins. Bezeichnen wir mit (Fe), das Beschleunigung der 
. Eisen des Pyridin-Hamatins, mit (Fe), das Eisen Pyridia « Hidmetin. 
it : EER . katalyse durch 
nen des Ferrocysteins, so ist daher der Reduktions Ferrosultat 
yer vorgang bei der Katalyse 
atl y+4++ 7 ++ > ++ Litt 
(F'"")a + (Fe™*)o = (Fe"*)a + (Fe*™*)c. 
‘al 
Bei Versuchen iiber die katalytische Wirkung des Pyridin-Himatins 
"= ist es demnach wichtig, bei definierter Ferrocysteinkonzentration zu 
oe arbeiten. Darum habe ich in den folgenden Versuchen zu den gereinigten 


metallarmen Lésungen jedesmal eine bestimmte Eisenmenge (als 
Ferrosulfat) hinzugegeben. Andere Metalle, die ich gepriift habe, wyren 
ohne EinfluB auf die Katalyse. Insbesondere sei erwahnt, dali’ Kupfer 


und Mangan unwirksam sind. 


Ww Wie die Wirkung des Pyridin-Himatins wird auch die Wirkung 
n* des Nicotin-Himatins durch Eisenspuren verstirkt (Tabelle V1) 
Hamatin dagegen verhilt sich anders. Fiigt man zu Hamatin 
Ferrosulfat hinzu, so findet man lediglich eine Additionswirkung 


(Tabelle VII). 
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Tabelle VI. 


EinfluB8 von Ferrosulfat auf die katalytische Wirkung von Nicotin-Har 
Je 2ccem Lésung (0,3 mol. Nikotin) + 6 mg Cysteinchlorhydrat. Gas: ka 
Luft. 20°. 





Sauerstoffubertragung 


Zusammensetzung der Lésung in 30 Minuten 


cmm 
2 ecm 2.10-*mg Fe (Ferrosulfat) 19 
2 8.10-% . Hamin i ae 20 
2 2.10°* . Fe+8.10°% mg Hamin 75 


Tabelle VII. 
Einflu8 von Ferrosulfat auf die katalytische Wirkung des Hamat 
2cem m/20 Boratpuffer (py 9,5) 6mg Cystein. 20°C. G 
raum: Luft. 


Lésung: 


2cem Lésung + 2.10-4mg Fe (Ferrosulfat) verbrauchen 


in 50 Minuten 55 emi 0 


2 ., Lésung 4.10-*mg Hamin verbrauchen in 50 Minuten 97 .. O 
2 ,, Lésung + 2. 10-4 mg Fe 4.10-2 mg Hamin ver- 
151.5 ‘), 


brauchen in 50 Minuten 


b) Verlauf der Pyridin-Haimatinkatalyse. 

Den zeitlichen Verlauf der Pyridin-Himatinkatalyse  zeig: 
Tabelle VIII. Die Geschwindigkeit der Oxydation ist bis etwa zur 
Halfte des Umsatzes konstant und sinkt dann allmiihlich ab. Ahnlic! 
ist der zeitliche Verlauf der Nikotin-Himatinkatalyse 


Tabelle VIII. 


Verlauf der Pyridin-Hamatinkatalyse. Zusammensetzung der Lésung 


m/4 Boratpuffer (pq 10,3), 3 mol. Pyridin. In 2 cem Lésung 6,1 mg Cystei 


chlorhydrat, 2.10-*mg Eisen als Ferrosulfat, 10-*mg Hamin 








Sauerstoffaufnahme ‘ Sauerstoffautnahmc 
Zeit von 2ccm Lésung Zeit von 2 com Lésung 
Minuten cmm Minuten cmm 
20 26,3 20 19,7 
20 26,3 40 33,6 
20 26,3 60 23,4 
20 26.3 60 0.7 
0 23,4 
ec) Abhangigkeit vom Sauerstoffdruck. 
Die Tabellen [LX und X und Abb. 3 zeigen den EinfluB des Sauer- p 
stoffdrucks auf die Geschwindigkeit der Pyridin-Hamatin- und Nicoti: v 
Hamatinkatalyse. Die Wirkung des Sauerstoffdrucks ist hier eine vie! F 


gréBere als beim Hamatin. 
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Tabelle 1X. 


i8 des Sauerstoffdrucks auf die Geschwindigkeit der Pyridin-Hamatin 


Lésung: m/4 Boratpuffer (pq 10,3), 3 mol. Pyridin, 5 . 10—-* mol 
10° 


vse. 


Cystein, 0,77 . 10-5 mol. Hamin, 1,8. 10-* mol. Ferrosulfat. 





Saverstoffverbrauch Geschwindigkeit der 
von 2ccm Lésung Saverstoffubertragung 








Sauerstoffdruck 
in 60 Min dz {cmm 
mm Hg cmm dt | Min 
36 30,2 O.504 
155 79.6 1,33 
740 190 3.17 


Tabelle X. 


influB des Sauerstoffdrucks auf die Geschwindigkeit der Nicotin-Hamatin 
Lésung: 0,3 mol. Nicotin, 5. 10—-* mol. Cystein, 0,38 . 10-5 mol 


at ilyse. 
Hamin, 1,8. 10—-* mol. Ferrosulfat. 10°. 





Sauerstoffverbrauch Geschwindigkeit der 


von 2ccm Lésung  Sauerstoffiibertragung 























Seucsetelidensk in 60 Min. dz {cmm 
mm Hg cmm dt (Mun 
38 36 0.60 
78 55.7 0.93 
155 75.5 1,26 
740 170 2.30 
32 (- 
28 
2¢ 
0 
_ 16 
O18 
= 08] 
8 
wR av x 
0 76 2 228 30% 380 ¥56 532 608 68% 760 


—> Po, (mmtig} 


Abb. 3 


Einflu8 des Sauverstoffdruckes auf die Geschwindigkeit der Pyridin-Hamatin-Katalyse 
Graphische Darstellung der Tabelle IX 


d) Abhaingigkeit von der Cysteinkonzentration. 

Im Gegensatz zu der Wirkung des Hamatins ist die Wirkung des 
Pyridin- und Nicotin-Hamatins innerhalb weiter Grenzen unabhangig 
von der Cysteinkonzentration. Nach dem oben Gesagten tritt in diesen 
Fillen an die Stelle der Cysteinkonzentration offenbar die Ferro 


cysteinkonzentration. 
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e) Vergleich der katalytischen Wirksamkeit verschieder 
Haminderivate 
Tabelle XI gibt einen Uberblick tiber die katalytische Wirksar 
vier verschiedener Himinderivate unter gleichen Bedingungen. Py: 
Himatin ist unter diesen Bedingungen 11 mal, Nicotin-Hamatin 2s 
wirksamer als Himatin 
Tabelle XI. 
Vergleich der katalytischen Wirksamkeit verschiedener Haminder 
unter gleichen Bedingungen [m/4 Boratpuffer (pq 10,3), Coystei: 
.10—? mol., CRerrosulfat 1,7. 10-* mol.}. In Nr. 3 auBerdem: 3 mol. Py: 
in Nr. 4 auBerdem: 0.3 mol. Nicotin. Luft. 20°. 





cmm ubertragener Sauerstoff 
Haminverbindung . 
mg Hamineisen und Std 


1. Hamoglobin , ~'O- 
2. Haimatin =. 8 390 
3. Pyridin-Hamatin 9? 000 
4. Nicotin-Hamatin ‘ 232 000 


IV. Wirkung von Kohlenoxyd und Licht auf Himatinkatalysen. 
a) Wirkung des Kohlenoryds. 

Das Kohlenoxyd-Sauerstoffgemisch, das die Atmung lebende: 
Zellen zu 60 bis 80°., hemmt (95°, CO, 5°, O,), hemmt die katalytisch 
Wirkung des Haimatins in etwa gleichem Mabe, namlich zu etwa 60 
Die Hemmung hingt, wie bei der Atmung der Zellen, von dem Ver 
haltnis CO/O, ab und wird kleiner, wenn CO/O, sinkt (Tabelle XII 


Tabelle XII. 


EinfluB von Kohlenoxyd auf die katalytische Wirkung des Hiamati \ 
Lésung:m/10 Phosphat puffer (py 6,8), 1,54 . 10-*mol. Hamin; 1,9. 10—-*m 





Cystein. 10°C. ( 
I 
Saverstott- 

vesheamah von Hemmung li 
P- - > 2 L ; ure f 
Gasgemisch in 0 ao Kohlenoxyd if 
cmm 0 5 
I 
5% Og in Ng . 32 | 29 N 
53% O,inCO.... 13,7 .. ne 
. - ‘ 
I ne) go edith od ite 42 ) 41 
294% O,in CO . 24,8 | i 
51% O. in Ng . ; 46,3 | 29 6 o 

50% O, in CO : ; 32.6 | —s 
a bay 
Mit zunehmender Temperatur werden die Hemmungen geringer d 

Es hemmt 
mes Te So Ge Were VU. «2 2 ss se Wee a 
ae Oto Ge See WO 2 st lw oe GF 


or Oa Ge, BOR CO. 2. 2c ce er a OG 
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In Tabelle XIII sind Versuche itiber die Wirkung von Kohlenoxyd 
f die Pyridin-Hamatinkatalyse zusammengestellt. Pyridin-Hamatin 
als Katalysator empfindlicher gegen Kohlenoxyd als Hamatin 
selbst das Gasgemisch 10°, CO in O,, das auf Himatin nicht mehr 
wirkt, hemmt noch zu 40°,. Die Kohlenoxydhemmungen werden 
hier nicht durch das Verhaltnis CO/O, bestimmt. Dies ist nach der 
(heorie zu erwarten, da im stationaéren Zustande wie aus der Ab- 
hangigkeit der Katalyse vom Sauerstoffdruck hervorgeht der Kata- 
lvsator zu einem erheblichen Anteil in reduzierter Form vorliegt 


Tabelle XIII. 


Hemmung der Pyridin-Himatinkatalyse bei verschiedenen Kohlenoxyd- 

iracken. Lésung: 0,25 mol. Boratpuffer von py 10,3, 3 mol. Pyridin, 

0.77. 10-5 mol. Hamin, 3,8 . 10-* mol. Cysteinchlorhydrat, 1,8 . 10—* mol. 
Ferrosulfat. 10°. 





Sauerstoff- 


verbrauch von Menmang 


2e L . urch 
Gasgemisch io 60 Mie Koblenoxyd 

cmm ®%o 

21% O,in Ne .... 110 | 85 
21% OF, im CO .... 16,8 : 
50% O04, 50% Ne. . 178 | 84 
50% 0,,50% CO . 28 | ; 
90% 0.10% No... 236 = 
90% 0,,10% N,... 144 | si 


b) Wirkung des Lichtes. 

Hemmt man die katalytische Wirkung des Hamatins durch Kohlen- 
oxyd und belichtet die Lésung aus 6 cm Entfernung mit einer 75-Watt- 
Metallfadenlampe (bei 20°), so findet man keine wesentliche Wirkung 
des Lichtes. Erst erheblich starkere Lichtintensitaéten vermindern die 
Hemmung. Die Kohlenoxydverbindung des Hams ist zwai lichtempfind- 
lich, aber viel weniger als die Kohlenoxydverbindung des Atmungs- 
ferments. Koppelt man jedoch das Hiim an Nicotin oder Pyridin, 
so steigt die Lichtempfindlichkeit der Kohlenoxydverbindungen. 
Hemmt man die katalytische Wirkung des Pyridin-Hamatins oder des 
Nicotin-Hamatins durch Kohlenoxyd und belichtet aus 6em_ Ent- 
fernung mit einer 75-Watt-Metallfadenlampe, so verschwindet die 
Hemmung zum gréliten Teile (Tabelle XIV, Abb. 4 und 5). Kohlen- 
oxyd-Nicotin-Haimochromogen und Kohlenoxyd-Pyridin-Hamochromo- 
gen sind etwa ebenso lichtempfindlich wie die Kohlenoxydverbindung 
des Atmungsferments. 


Anmerkung. 1. Wie W. Cremer’ in diesem Laboratorium fand, reagiert 
auch Ferrocystein mit Kohlenoxyd und Licht. Doch wird die katalytische 


1 Diese Zeitschr. 194, 231, 1928 und 201, 490, 1928 
Biochemische Zeitschrift Band 204 


ty 
tr 
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Wirkung des Ferrocysteins durch 95°, CO, 5% O, nicht gehemmt. 
Affinitat des Kohlenoxyds zu Ferrocystein ist zu klein, verglichen 
der Affinitét des Sauerstoffs zu Ferrocystein. Unter den Bedingun; 
meiner Versuche entsteht daher kein Kohlenoxyd-Ferrocystein. 

2. Bei Versuchen mit Licht ist es wichtig, daB das verwendete Ha: 
frei von Porphyrinverunreinigungen ist. Hamatoporphyrin iibertragt 
Lichte molekularen Sauerstoff auf Cystein. 


Tabelle XIV. 
Wirkung des Lichtes auf die Kohlenoxydhemmung. Lichtquelle: 75 Wat; 
Metallfadenlampe in 6cm Entfernung. 20°C. 
1. Pyridip-Himatinkatalyse. Lésung: m/4 Boratpuffer von pg 10,3, 3 n 
Py ridin, 0,77.10-*mol. Hamin, 3,8.10—-? mol. Cystein, 1,8 . 10—-* m 
Ferrosulfat. 





| Sauerstoffverbrauch von 2 ccm Lésung 


in Luft in 21 %J/9 O2g nC O 
cmm cmim 

10 Min. dunkel . . 17,3 5,6 

10 . belichtet . 18,0 16,9 

10 ., dunkel .. 18,0 6,3 

10 . belichtet . 18,0 16,2 


2. Nicotin-Hamatinkatalyse. Lésung: 0,3 mol. Nicotin, 1,54 . 10—* m« 
Hamin, 3,8 . 10—* mol. Cysteinchlorhydrat, 1,8 . 10—* mol. Ferrosulfat 





Sauerstoffverbrauch von 2ccm Lésung 























in Luft ove in 21 %> Oz in CO 
cmm cmm 
10 Min. dunkel . . 17,6 9,2 
10 . belichtet . 17,6 16,2 
10 . dunkel .. 16,9 9,2 
10 . belichtet . 16,9 15.5 
8 0— 80 - 
IS iS 
< e 
> S | 
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S S * 
3 { AN Q S f & 
) « S \ 
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8 vo} +84 S 40 Sy 
S | *F dp S RA ¢ 
N if ay iN y nyt 
S \f 1~| S x 
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Abb. 4. Abb. 5. 

Hemmung der Nicotin-Hamatinkatalyse 
durch Kohlenoxyd und Wirkung des Lichts 
Graphische Darsteliung der Tabelle XIV. 2 


Hemmung der Pyridin-Hamatinkatalyse 
durch Kohlenoxyd und Wirkung des Lichts. 
Graphische Darstell 


g der Tabelle XIV, 1. 





he 


f. 
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Vv. Wirkung der Blausiure auf Himatinkatalysen. 
a) Verbindungen der Blausdure mit Hdmatinen. 

Fiigt man zu einer Lésung von Hiamatin in Boratpuffer Cyanid 
hinzu, so verbindet sich das dreiwertige Eisen des Himatins mit Cyanid, 
wenn die Cyanidkonzentration etwa m/200 ist, Die braunrote 
Farbe der Lisung schlagt in Rot um, eine Reaktion. die seit Hopp 
Seyler (1865) bekannt ist'. 

Blausaure verbindet sich ferner, wie Ziemke und Wiiller im Jahre 1904 
fanden?, mit Him, wobei Blausiure-Haimochromogen entsteht, dessen 
Eisenatom zweiwertig ist. Uber Blausiure-Himatin und Blausiure- 
Hamochromogen sind viele spektroskopische Arbeiten ausgefiihrt worden® 

Wie ich fand, reagiert das dreiwertige Eisen des Nicotin-Haimatins 
und des Pyridin-Hamatins schon mit viel kleineren Cyanidkonzentra- 
tionen als das dreiwertige Eisen des Himatins, Nicotin-Himatin mit 
\2mal_ kleineren, Pyridin-Himatin sogar mit 180mal_ kleineren 
Die Affinitét der Blausiiure zu Pyridin-Hamatin ist von der gleichen 
GréBenordnung wie die Affinitat der Blausiure zum Atmungsferment 

Die Blausiure-Himatinverbindungen sind, wie sich weiterhin zeigte, 
dissoziierende Verbindungen. Zum erstenmal sind hier Blausiure- 
Eisenverbindungen gefunden, die sich in dieser Hinsicht wie die Blau- 
siure-Atmungsfermentverbindung verhalten. 


b) Dissoziationskurve des Blausdure-P yridin-Hdmatins. 
Die Gleichgewichte zwischen Blausiure und Himatinverbindungen 
habe ich spektrophotometrisch gemessen. Ist 

B der Absorptionskoeffizient eines Gemisches der Himatin- 
verbindung und der Blausiure-Himatinverbindung fiir eine be- 
stimmte Wellenlinge, 

p, der Absorptionskoeffizient der Hamatinverbindung fiir die 
gleiche Wellenlange, 

B, der Absorptionskoeffizient der Blausiure-Hamatinverbindung 
fiir die gleiche Wellenlinge, 

«x der Bruchteil des Gesamthimatins, der als Blausiureverbindung 
vorhanden ist, 


so ist B= Bp, (1 x) -- Box 


B— By 
dé “ 


1 Hoppe-Seyler, Handb. d. physiol. u. pathol.-chem. Analyse, 2. Aufl., 
5. 167. Berlin 1865. 

® Ziemke u. Miiller, Arch. f. (Anat. u.) Physiol., Suppl.-Bd., 8.177, 1901. 

8’ Literatur s. bei R. Kobert, Pfliigers Arch. 82, 103, 1900; Fr. Miiller, 
Oppenheimers Handb. d. Biochem. 1. Aufl., 1, 710; F. Haurowitz, Zeit schr-. 


oder <= 


S. 


’ f. physiol. Chem. 169, 235, 1927. 


9) 
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MiBt man also f bei verschiedenen Cyanidkonzentrationen und |) : 
rechnet x, die relative Sattigung der Hiamatinverbindung mit Cy: ) 
nach Gleichung (4), so erhalt man die Dissoziationskurve der B 
siure- Himatinverbindung 

Die Genauigkeit der Methode hangt davon ab, in welchem Mal 
von f, verschieden ist. Eine fiir meine Zwecke geeignete Wellenlang 


ist nach Abb. 6 die griine Quecksilberlinie 546 wu. ff (Absorpti 





Pyriain-Hamarn 





- cmé* 


¥ 


Orammartomne £15e77 


f 


400 ¥40 480 520 560 600  G¥0 


Aas) — 
‘ ‘ 


Abb. 6 
Absorptionsspektrum des PyridinsHamatins und BlausauresPyridin-Hamatins (spektrophotometnsch 
gemessen). Pyridin-Hamatin = Hamin gelést in 3 mol. Pyridin, 0,25 mol. Boratpuffer von Py 10,3 


Blausiure-Pyridin-Hamatin = Hamin gelést in 3 mol. Pyridin, 0,25 mol. Boratpuffer von py 1 
0,1 mol. Kaliumcyanid 


koeffizient des Pyridin-Himatins) ist 1,23 .107, £8" (Absorptions 
koeffizient des Blausiure-Pyridin-Hamatins) ist 2,23 . 107. 


Als Beispiel fiir die Dissoziation der Blausiure-Hamatine ist in Abb 7 
und Tabelle XV (Protokoll 3) die Dissoziationskurve des Blausiur: 


T abe lle X V. 


Dissoziation des Cyan-Pyridin-Hamatins. 
e e l 





Prozentische Sattigung d. Pyridin- 


Konzentration des Cyanids Hamatins mit Cyanid 


Blausaure+Pyridin-Hamatin : ) 
(Mole | Liter) Gesamt-Pyridin-Hamatin P 
0,43 . 10-5 | 82.5 
2.67 51,3 


9,79 69,5 
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Pyridin-Hamatins wiedergegeben. Die Kurve folgt nicht der einfachen 
° . . Cre . CON , , . 
issoziationsgleichung K (wo cy, die Konzentration der 
Cron 
Haimatinverbindung, cp,¢g, die Konzentration der Blausiure-Himatin 
rbindung und ¢gy Cyanidkonzentration bedeutet). Vielmehr wird 








aD oF 
‘ Cre - : 
, r Ausdruek ————— mit zunehmender Cyanidkonzentration kleiner 
(FeON 
Ax 
mS 
Np S 
8 S60 | 
> | | 
SE , 
x S| LA 
¢o} | | | | 
eed 
rs | 
83. 
N Pa | | | 
aD 
.S 
a a a wall 
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x10 “mol—>Cy ry 
Abb. 7 
Dissoziationskurve des Blausaure-PyridinsHamatins 
Die Dissoziation der verschiedenen Blausiure-Hamatine ist sehr 
verschieden Tabelle XVI gibt fiir Blausiure-Himatin, Blausdure 
Nicotin-Himatin und Blausiure Pyridin-Himatin die Cyanidkonzen 
tration an, bei der die Verbindung zu 50°, dissoziiert ist 
Tabelle XVI. 
te . Dissoziation verschiedener Blausiure-Hamatine. 
If 
Cyanidkonzentration 
bei der WO disso. 
ziiert sind 
ne 1. Blausiure-Hamatin . ; 4.76 .10-° mol 
2. Blausaure-Nicotin-Hamatin . 0,397 . 10-8 mol 
7 3. Blausiure-Pyridin-Hamatin 0,026 . 10-8 mol 
re 


c) Verbindungen der Blausdéure mit Ham und Hdmochromogenen 


Versetzt man eine Lésung des Pvyridin-Hamochromogens, die 3 mol 
in bezug auf Pyridin ist, mit Cyanid, bis die Cyanidkonzentration m/50 
ist, so gibt Hie Lésung das Spektrum des Pyridin-Hamochromogens 


. ‘ ‘ - 
Daraus ist zu schlieBen, dai Cyanid in der angegebenen Konzentration 
ind unter den angegebenen Bedingungen nicht mit Pyridin-Hamo- 


chromogen reagiert. Ebensowenig reagiert Cyanid mit Nicotin-Hamo- 
chromogen. Dagegen verbindet sich, wie Ziemke und Miiller' gefunden 
haben, Haim mit Cyanid unter Bildung von Blauséure-Hamochromogen 
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Mibt man also f bei verschiedenen Cyanidkonzentrationen und 
rechnet x, die relative Sattigung der Himatinverbindung mit Cy 
nach Gleichung (4), so erhalt man die Dissoziationskurve der | 
siure- Hamatinverbindung 

Die Genauigkeit der Methode hangt davon ab, in welchem Ma 
von f, verschieden ist. Eine fiir meine Zwecke geeignete Wellenlany 


ist nach Abb. 6 die griine Quecksilberlinie 546 wu. pf" (Absorptir 
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Abb. 6. 
Absorptionsspektrum des Pyridin-Hamatins und BlausauresPyridin-Hamatins (spektrophotometnsch 
gemessen). Pyridin-Hamatin = Hamin gelést in 3 mol. Pyridin, 0,25 mol. Boratpuffer von py 1! 
Blausiure-Pyridin-Hamatin = Hamin gelést in 3 mol. Pyridin, 0,25 mol. Boratpuffer von py |} 
0,1 mol. Kaliumcyanid 


koeffizient des Pyridin-Himatins) ist 1,23 . 10”, _ (Absorptions 
koeffizient des Blausiure-Pyridin-Haimatins) ist 2,23 . 107. 

Als Beispiel fiir die Dissoziation der Blausiure-Hamatine ist in Abb. 7 
und Tabelle XV (Protokoll 3) die Dissoziationskurve des Blausaure 


Tabelle XV. 


Dissoziation des Cyan-Pyridin-Hamatins. 





Prozentische Sattigung d. Pyridin- 


Konzentration des Cyanids Hamatins mit Cyanid 


Blausaure+Pyridin-Hamatin ) 
(Mole | Liter) Gesamt-Pyridin-Hamatin 
0,43 . 10-* 32,5 
2,67 51,3 


9,79 69,5 
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Pyridin-Hamatins wiedergegeben. Die Kurve folgt nicht der einfachen 


<— : CON , , 

Dissoziationsgleichung K (wo cy, die Konzentration det 
Crecx 

Haimatinverbindung, cp,¢x, die Konzentration der Blausiure-Himatin 


rbindung und ¢,y Cyanidkonzentration bedeutet). Vielmehr wird 
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Dissoziationskurve des Blausaure-PyridineHimatins 
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Die Dissoziation der verschiedenen Blausiure-Hamatine ist sehr 
verschieden. Tabelle XVI gibt fiir Blausiure-Himatin, Blausiure 
Nicotin-Hamatin und Blausiure Pyridin-Hamatin die Cyanidkonzen 
tration an, bei der die Verbindung zu 50°, dissoziiert ist 


Tabelle XVI. 


Dissoziation verschiedener Blausiure-Hamatine. 





Cyanidkonzentration 
bei der 50°)» disso- 
ziiert sind 


4.76 10-° mol 
0,397 . 10-8 mol 
0,026 . 10-% mol 


1. Blausiure-Hamatin 

2. Blausdure-Nicotin-Hamatin . 
3. Blausiure-Pyridin-Hamatin . 
c) Verbindungen der Blausdure mit Ham und Hdadmochromogenen 

die 3 mol 


Versetzt man eine Lésung des Pyridin-Hamochromogens, 
mit Cyanid, bis die Cyanidkonzentration m/50 


in bezug auf Pyridin ist, 
Pyridin- Hamochromogens 


ist, so gibt die Lésung das Spektrum des 
Daraus ist zu schlieBen, da Cyanid in der angegebenen Konzentration 
und unter den angegebenen Bedingungen nicht mit Pyridin-Hamo- 
Ebensowenig reagiert Cyanid mit Nicotin-Hamo- 
sich, wie Ziemke und Miiller' gefunden 
Blausaure-Hamochromogen 


chromogen reagiert. 
chromogen. Dagegen verbindet 
haben, Him mit Cyanid unter Bildung von 
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Blauséure-Himochromogen und Blauséure-Hamatin unterscheiden 

abgesehen durch ihr Spektrum, durch ihr Verhalten gegen Pyri 

Versetzt man Blausiiure-Hamochromogen mit Pyridin (3 mol.), so 
drangt das Pyridin die Blauséiure, und es entsteht Pyridin-Hamochrom: 

Versetzt man Blausiure-Himatin mit Pyridin, so wird die Blaus 

nicht verdrangt, sondern fester an das Hamatin gebunden (Tabelle X\ 


d) Hemmung der Ferrocysteinwirkung durch Cyanid. 


Da bei der Pyridin-Himatinkatalyse Ferrocystein ein Rolle spielt 


ist es von Interesse, die Wirkung der Blauséure auf Ferrocystein w 
meinen Versuchsbedingungen zu kennen. Ich habe daher den Eini 


der Blauséiure auf die katalytische Wirkung des Ferrocysteins in Pyrid 
Boratlésung gemessen. Das Ergebnis enthalt Tabelle XVII. 


Tabelle XVII. 
Hemmung der katalytischen Wirkung des Ferrosulfats Cyanid. Lésun 
m/4 Boratpuffer von py 10,3, 3 mol. Pyridin, 0,89 . 10-5 mol. Ferrosulfat 
5.10-?mol. Cystein. 15°C. Luft. 





Sauerstoffverbrauch von 2 ccm Lésung in 60 Min 
Cyanidkonzentration 


1. Stunde 2. Stunde 3. Stunde 
(Mole / Liter) cmm cmm cmm 
0 53 53 538 
0,17. 10-8 55 34,7 23,6 
044.107 19,7 15.8 12,9 
0.94. 1075 10,6 8.5 4.2 


e) Hemmung der Pyridin-Hdmatinkatalyse durch Cyanid. 

Von den drei Haminderivaten, deren katalytische Wirkung ich 
naher untersucht habe, ist das Pyridin-Hamatin am empfindlichste: 
gegen Blausiure. In Tabelle XVIII ist ein Versuch iiber die Wirkung 
verschiedener Cyanidkonzentrationen auf die Pyridin-Hamatinkatalys 
zusammengestellt und in Abb. 8 graphisch wiedergegeben. Dis 
Kurve der Abb. 8 fallt nahezu zusammen mit der Dissoziationskuryv: 
des Pyridin-Hamatins (Abb. 7) 

Tabelle XVIII. 


Hemmung der Pyridin-Hamatinkatalyse durch Cyanid. Lésung: 0,25 m« 
Boratpuffer von pg 10,3, 3 mol. Pyridin, 0,60 . 10—* mol. Hamin, 5 . 10—* m¢ 
Cystein, 1,8. 10—* mol. Ferrosulfat. 20°. Luft. 


] 
0 | 
} 
0 





Sauerstoff. 


verbrauch von Prozentische 
Cyanidkonzentration 2 a ets duh Canta 
(Mole / Lite) cmm FJ 
0 109 - 
1,89. 10-® 75,5 30,8 
3,67 . 10-° 50,0 54,2 


10.2 .10-5 34,4 68,5 
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Da nach Abschnitt ¢ und d (S. 337/338) unter den Bedingungen 
des Versuches Cyanid weder mit dem zweiwertigen Eisen des Pyridin- 
Himochromogens noch mit dem Eisen der Cysteineisenverbindung 
reagiert, so ergibt sich aus der Ubereinstimmung zwischen der Wirkung 
ler Blausaure auf die Katalyse und der Affinitat der Blausiure zu 
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Abb. 8. Hemmung der Pyridin-Hiamatinkatalyse durch Cyanid 


Pyridin-Hamatin mit groBer Wahrscheinlichkeit der Schlub, dal es das 
dreiwertige Eisen des Pyridin-Hamatins ist, mit dem sich die Blausiure 
verbindet, wenn sie die Katalyse nemmt. Dieser Schlub enthalt zwei 
Ergebnisse; er erklart den Mechanismus der Blauséiurewirkung und 
besagt auBerdem, daB das dreiwertige Eisen des Pyridin-Hamatins 
eine Zwischenstufe bei der Katalyse ist. 

Beim Nicotin-Hamatin und beim Hamatin ist der Mechanismus der 
Blausiurewirkung komplizierter als beim Pyridin-Hamatin. Was das 
Nicotin-Himatin anbetrifft, so reagiert es nach Tabelle XVI und XIX 
mit Blauséure erst in Konzentrationen, die auch schon mit dem Eisen 
der Cysteineisenverbindung reagieren. In diesem Falle hemmt daher 
die Blausdure die katalytische Wirkung auf zweierlei Weise, indem 
sie sich mit dem Nicotin-Hamatin und indem sie sich mit dem Cystein- 
eisen verbindet. Die Hemmung der Katalyse ist infolgedessen gréber 
ils die Affinitét der Blausiure zu Nicotin-Haimatin erwarten labt 

Was das Hamatin anbetrifft, so reagiert es nach dem friiher Gesagten 
auch in reduzierter Form mit Cyanid unter Bildung von Blausiure- 
Hamochromogen, und zwar reagiert uater meinen Versuchsbedingungen 


Tabelle XIX. 


Hemmung verschiedener Hamatinkatalysen durch Cyanid. 





Cyanidkonzentration, die 
Hamatinverbindung \ die Katalyse zu 50°/y hemmt 


(Mole! Liter) ’ 
Hamatin (in Borat von pg 10,3) 05 .10°8 
Nicotin-Hamatin ...... 0,25 .10-8 


Pyridin-Hamatin a! go: Ry 0,028 . 10 
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bei pu 10,3 — Ham schon mit geringeren Cyanidkonzentrati: 
(m/1000) als Haimatin. Blausiure-Haimochromogen wirkt zwar ka 
lytisch, aber schwacher als Hiimatin. Die Hemmung der Katalys: 
infolgedessen auch hier gréBer, als die Affinitat des Himatins zu BI 
saure erwarten Jabt 


VI. Wirkung von Schwefelwasserstoff auf Himatinkatalysen. 

a) Sauerstoffibertragung auf Schwefelwassersto{f durch Hdmatin. 

Wie auf Cystein iibertragt Himatin, Nicotin-Hamatin oder Pyrid 
Hamatin molekularen Sauerstoff auf Schwefelwasserstoff und 
Alkalisulfide. Pro Molekiil Schwefelwasserstoff wird dabei etw 
mehr als ein Atom Sauerstoff aufgenommen. Diese Katalyse verh 
sich gegen Kohlenoxyd und Licht wie die Cysteinoxydation 
Beispiel enthalt Tabelle XX und Abb. 9. 


Tabelle XX. 


Katalytische Oxydation von Natriumsulfid durch Nicotin-Hamat 

Wirkung von Kohlenoxyd und Licht. Lésung: 0,6 mol. Nieotin, 0,1 m 

Salzsdure, 0,015 mol. Na, 8. Lichtquelle: 75-Wattlampe in 6 cm Entfernu 
Temperatur 20°C. 





Sauerstoffverbrauch 


2 ccm Lésung 


, . + , 
) com Lésung mit 0,01 mg 


2 ccm Lésung é 


obne Hamin mit 0,01 mg lamin 

Gas: Luft Hamin Gas: 20°), 

Gas: Luft O. in CO 
cmm cmm cmm 
4 Min. dunkel ‘ 0,7 26 1,5 
4. belichtet ; 0 28 7,7 
4, dunkel . 0.7 26 1,5 
4 belichtet ; 0 27 77 








—> Sauerstofautnarme/cmm) 


e 
S 


a a 

nn on A... 

Qurth he/l durth he//, 

— > Minuten 
Abb. 9. 


Katalytische Oxydatioa von Natriumsulfid durch Nicotin-Hamatin. Hemmung durch Kohblenoxy 
Wirkung des Lichts 
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b) Wirkung des Schwefelwasserstoffs auj die Cysteinoxydation. 


Fiigt man zu einer Nicotin-Hamatin-Cysteinlisung Spuren von 
Sulfid hinzu, so steigt die katalytische Wirkung des Nicotin-Hamatins 
in. Beispielsweise steigert 4.4 .10-* mol. Natriumsulfid die Oxy- 
lationsgeschwindigkeit um 123°, (Tabelle XXI, Abb. 10). Ein Molekiil 
Sulfid bewirkt in der beobachteten Zeit eine Mehraufnahme von 
6 Molekiilen Sauerstoff. Die Erhéhung der Oxydationsgeschwindigkeit 
ist also eine wahre Steigerung der Wirksamkeit des Katalysators und 
beruht nicht etwa auf einer Oxydation des zugesetzten Natriumsulfids 


Tabelle XXI. 


Steigerung der katalytischen Wirksamkeit des Nicotin-Haimatins durch 
Natriumsulfid. Lésung: 0,6 mol. Nicotin, 0,3 mol. Salzsiéiure, 3,8 . 10-* mol 
Cysteinchlorhydrat, 1,8.10-*mol. Ferrosulfat, 1,54.10-5mol. Hamin 
20°C. Luft 





Sauerstoffverbrauch von 2 com Lésung 





Zeit 
ohne mit 44. 10-* mol 
Natriumsulfidzusatz Natriumsulfid 
Minuten cmm cmm 

20 26.6 5D 
40 52.0 114.5 
60 78,6 175 
80 104 232 
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Abb. 10 


Steigerung der katalytischen Wirksamkeit von NicotinsHamatin durch Natriumsulhd 


Ahnliche Versuche wie mit Nicotin-Hamatin kann man mit Hamatin 
und Pyridin-Himatin anstellen. Doch ist die Wirkung des Schwefel 
wasserstoffs nicht spezifisch fiir Himatinkatalysen. Auch die ge 
wohnliche Metall-Cysteinkatglyse wird durch Natriumsulfid —be- 
schleunigt 
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0,2 cem 
Boratpuffer (py 10,3) 
Luft geschiittelt. 


leem 5°%iger Nikotinlésung werden mit 0,0025mg Hamin, 1 . 10-4 

Eisen (als Ferrosulfat zugegeben) und 16 mg Cysteinchlorhydrat bei 44)° ( 
in Sauerstoffatmosphare geschiittelt (O,-Druck = 690 mm Hg). In 20 Minut: 
werden 161,5cem Sauerstoff aufgenommen. 


mw Uv. 


2. Katalytische 


defibriniertes 


Druckanderung in den ersten 





Vil. Protokolle. 
1. Katalytische Wirkung des Hdmoglobins. 


Rattenblut 
+ 12mg Cysteinchlorhydrat werden bei 20° ( 
30 Minuten: 


a) Herstellung der Lésungen: 


(~ lmg 


Hamin) 


W Hamineisen 


Wirkung des Nikotin-Hdmatins. 


«2 CCID 


OL5 « 


2,25 . 108 


3. Dissoziationskurve des Blausdure-P yridin-Hdmatins. 





Nr 


Core CoM 


Kaliumcyanid 


0.1 cem 
02 
0.4 
1.0 


b) Messung von f. 


0,004 76 mol 


0,004 76 
0,004 76 


Lichtquelle: Quecksilberdampflampe, A 


Hamin 


Me 


0.866 
0.866 
0.866 
0,866 
O.866 


jede Lésung aut. 
gefullt auf 10ccm 
mit m/4 Borat. 


puffer (Py 10,3), 


3 mol 


Py ridin 


546 wu 








Temperatur: 20°C. d lem. 

= . Konzentrationen im Gieichgewicht (in Mole / Liter 
3 3 ta 

ca o i?) 

s Fo ( der ) { , Gesamt- Blauséure- Gesamt: freies 

Lésung/ \ 3,~—8 Pyridins d C P 

Nr. rs hamin Himetin cyani yanid 
l 54°36’ 28°45' 1,88 ) 1,33.10-* 0 0 

2 |54 36238 6 2.38 0325 1383.10°4 04338.10-* 4.76.10 043.1 
3 54 86 2015) 2.67 0513 1,33.10-* 0,685.10-*) 9,52.10-® 2.67. 1/ 
4 54 36 18 6 2.95 0695 1.33.10-4 0,925.10-4 19.04.10 9.79.1! 
5 54 B86 14 27 3,42 1 1.38.10-* 1.33 .10°4 








(ber die Wirkung der Schwermetalle auf die 
: (utoxydation der Alkalisulfide und des Schwefelwasserstoffs. 


=e Von 
Hans Adolf Krebs. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 8. Oktober 1928.) 


Ich habe die Frage untersucht, wie Schwermetalle auf die so- 
genannte Autoxydation der Alkalisulfid- und Schwefelwasserstoff- 
ljésungen wirken. 

Zunachst fand ich, daB die Geschwindigkeit der Autoxydation 
von Alkalisulfidlésungen durch Schwermetallzusatz enorm gesteigert 
wird. Besonders stark wirksame Metalle sind Mangan und Nickel 


Pe Beispielsweise geniigte Zusatz von einigen Millionstel Milligrammen 
= Mangan oder einigen Hunderttausendstel Milligrammen Nickel zu 
Pr !cem meiner Natriumsulfidlésungen, um die Oxydationsgeschwindig- 

keit zu verdoppeln. Driickt man die katalytische Wirksamkeit der 
‘ Metalle durch den Quotienten 


Kubikmillimeter tibertragener Sauerstoff 
Milligramm Metall x Stunden 
aus, so erhalt man bei 20° fiir Mangan Werte von 96 Millionen, fiir 
Nickel Werte von 6,6 Millionen. 

Weiterhin zeigte sich, da} wasserige Losungen von freiem Schwefel 
wasserstoff, die nach Mdéglichkeit vor Verunreinigung mit Schwer- 
metallen geschiitzt waren, unter meinen Versuchsbedingungen bei 
Zimmertemperatur nicht mebbar autoxydabel waren. Bei Beriick- 
sichtigung der Mebgenauigkeit besagt dieses, dab von 50000 gelisten 
Schwefelwasserstoffmolekiilen pro Stunde weniger als ein Molekiil 
mit Sauerstoff reagierte. 

Versetzt man die reinen Schwefelwasserstofflésungen mit Schwer 
metall, so wird der Schwefelwasserstoff durch molekularen Sauerstoff 
angegriffen. Die erforderlichen Schwermetallmengen sind _hierbei 
10000- bis 100000mal gréBer als in Natriumsulfidlésungen. Der wirk- 
samste Katalysator in gewéhnlichem Schwefelwasserstoffwasser ist 
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Nickel, in normalsalzsaurem Schwefelwasserstoffwasser ein Gen 
von Mangan -+- Eisen. 

Nach meinen Versuchen kann man die Autoxydation der Su 
lésungen durch Verunreinigungen mit minimalen Schwermetallspu 
erkliren. So wenig wie bei der Autoxydation der SH-Grupyx 
Cysteins! scheint hier eine wahre Autoxydation vorzuliegen 


Methodik. 


Die Oxydationsgeschwindigkeit habe ich manometrisch in keg 
formigen GefaBen? gemessen. Der Gasraum der Versuchsgefabe enth 
in den Sulfidversuchen Luft, in den Versuchen mit freiem Schwet 


wasserstoff ein Gemisch von 80 Vol.-°., Schwefelwasserstoff 
20 Vol.-°., Sauerstoff. Die Versuchstemperatur betrug 20° C 


Die Glasgerate waren nach den friiher angegebenen Vorschrifte: 
mit Chromschwefelsaure und destilliertem Wasser unter Vermeidung 
von Leitungswasser gereinigt. 

Die Berechnung des Sauerstoffverbrauchs aus den Manomete: 
ausschlagen erfolgte in den Sulfidversuchen nach der einfachen Gleichung 
%, = h.ko,, 

Wo Zp, der Sauerstoffverbrauch in Kubikmillimetern, h die gemessen 
Druckanderung in Millimeter Sperrfliissigkeit und ky, die ,,Gefil 
konstante fiir Sauerstoff* ist‘. ’ 

In den Versuchen mit freiem Schwefelwasserstoff verschwinde: 
bei der Oxydation gleichzeitig zwei Gase, Schwefelwasserstoff uni 
Sauerstoff. Die Berechnung erfolgt hier nach der Gleichung 
Zo, = ku,s - ko, : 
. ky. t y-ko, 

Wo 2, der Sauerstoffverbrauch, h die gemessene Druckianderung 
ko, und ky,s cic GefaBkonstanten fiir Sauerstoff und Schwefelwasser 
verbrauchter Schwefelwasserstoff (cmn 





stoff und y das Verhaltnis 
verbrauchter Sauerstoff (cmm) 


ist. y habe © h nach der Bilanzgleichung der Oxydation 2 H,S8 + 0, 
2H,O+ 258 gleich 2 gesetzt. 


Ergebnisse. 
Nach der beschriebenen Methodik habe ich die Geschwindigk« 
der Sauerstoffaufnahme verschiedener Sulfid- und Schwefelwasse: 
stofflisungen mit und ohne Schwermetallzusatz gemessen. In de: 


1 O. Warburg und Sakuma, Pfliigers Arch. 200, 203, 1923. 

2 Form der GefaBe s. diese Zeitschr. 187, 257, 1927. 

3 O. Warburg, ebendaselbst 187, 255, 1927. 

4 Derselbe, Uber den Stoffwechsel der Tumoren. Berlin 1926. 
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4 


x 


lfidversuchen war, damit die Ausschlige am Manometer nicht zu 
8 wurden, die zugefiigte Schwermetallmenge so bemessen, dab 


Sauerstoffaufnahme der Lésung durch den Metallzusatz etwa 


erdoppelt wurde. Die Messungen sind in den folgenden Tabellen zu- 


sammengestellt. Die Tabellen belegen die in der Einleitung zusammen- 


vefaBten Ergebnisse dieser Arbeit 


Tabelle 1. 


Oxydation einer 0.5 mol. Na, S-Lésung. 





Sauerstoff- 








aufnahme von ~Autoxydation” Wachwermetall 
0.5 ccm Laoung cmm aufgenomm. O», [ cmm ubertr. Oy } 
sdhacd cage com Losung x Std img Metall Std. | 
cmm 
e) Ohne Zusatz , — 72 576 
Mit 2.10-*mg Mn (als 
. MnSQ,) . a 120 960 . 10° 
Mit 2.10-°mg Ni (als 
+ aay NiSO,) ae iad : 105 66. 10 
Mit 2.10-*mg Co (alsCoSQ,) 120 96.105 
. Mit 23.10-* mg Fe (als 
Peso.) .... “eed 119 0,82 . 10° 
Mit 4.10-%mg Cu (als 
me CuSO,). . 143 0,71 . 10° 
Tabe lle Il. 
Oxydation einer 0.5 mol. NaH S-Lésune 
€] 
, Sauerstoffautnabme 
: von 0,7 ccm Lésung 4 
" in 30 Min. . ~Autoxydation* We, oe 
cmm 
Ohne Zusatz .. . ; 67 192 
Mit 2 .10-°mg Mn ; 128 610. 104 
if 7 ee 158 18. 104 
. one «= Giie’ - 76 0.9. 104 
, 60.107? . Fe 145 0,24. 19* 
n Ss .O* 5 Ge ; 127 40 . 104 
* 200 mal wirksamer als das in Form von Ferrosulfat zugegebene Eisen ist das im Nicotin- 
0 Hamatin gebundene Eisen (vgl. die vorangehende Arbeit, Tabelle XX, S. 340 


Tabelle Ill 


Oxydation einer 0,5 mol. (N H,), 8-Lésung. 





Saverstoffaufnahme 
0.5 com L 4 
von in is — = .Autoxydation* 
cmm 
Ohne Zusatz ...... 33 264 
Mit 2.10°°mg Mn gia 64.5 - 
i a-ak. we 86 
eo SE « « 91 
ee . ME. 80.5 
~~ ao. Cs . ; 53 





W Schwermetall 
630 . 104 
1290. 104 
11.6. 104 
0,24. 10 

40. 104 








346 H.A. Krebs: Wirkung der Schwermetalle auf die Autoxydation 


Tabelle IV. 


Oxydation einer 0,09 mol. H,S-Lésung in Wasser. 








Sauerstoffautnahme 
Pc O 5 » 
—— oom Sone ~Autoxydation* W Schwerm 
cmm 
Ohne Zusatz ; 0 0 
Mit 1 mg Mn 12 6 
~« Bla we : 131 650 E. 
as <a ; 78 39 - 
» O1, Fe 71 360 
a at 61,5 32 
Tabelle V. 
Oxydation einer 0,09 mol. H,S-Lésung in n HCl. 
Sauerstotfaufnahme 
P« > 
= om te -Autoxydation” Wi Schwermeta 
cmm 
Ohne Zusatz ...... 0 0 P, 
Mit 0,1 mg Mnu.0,1lmgFe 33 7 
is 2. oe «-< «ws 29 15 
ye: ww 15,5 8 lr 
- a - ; 3 2 F 
Se w@ « 62.5 31 T 
a Kk > tid 53 27 . 
K 
Dé 
il 
p 
s} 
el 
Z 
k 
il 
le 
B 
F 
b 











Experimentelle Hypervitaminose der Ratten durch grobe Dosen 
bestrahlten Ergosterins. 


Von 
J. A. Collazo, P. Rubino und B. Varela (Montevideo). 
(Eingegangen am 24. September 1928.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Mit den Fortschritten der Vitamin-Chemie hat man es erreicht, 
Produkte herzustellen, die mit Bruchteilen eines Milligramms bei 
Ratten, welche einer Rachitisdiat unterworfen sind, aktiv wirken 
In diesem Sinne wirkt das von Windaus gewonnene und von anderen 
Forschern erprobte Vitamin D*. Diirfte man diese kleinen Dosen bei 
Tieren erhéhen, ohne dadurch schidliche Folgen zu verursachen / 
Kénnten diese kleinen Bruchteile, die sonst niitzlich sind, um schwere 
pathologische Prozesse der Rachitis und andere osteologische Ver- 
inderungen zu heilen, nicht giftig wirken, wie dies der Fall mit anderen 
pharmakologischen Mitteln ist, wie z.B. den Hormonen, wenn man 
sie in groBen Dosen verwendet? Die Beantwortung dieser Fragen 
ist die Aufgabe, welche durch die wichtige Entdeckung von Windaus 
entsteht. 

Zum ersten Male besitzen wir ein Vitamin, dessen chemische 
Zusammensetzung bekannt ist und wodurch das Studium der pharma 
kologischen Wirkung der Vitamine in reinem Zustande ermdéglicht 
ist. Die bis heute chemisch reinsten, bekannten Vitamine enthalten 
immer noch Unreinlichkeiten, und man erhalt die Vitamine nur durch 
lange chemische Verfahren im Verbindungszustand. Z. B. Vitamin 
B-Chlorhydrat oder Vitamin B-Pikrat!. Das Vitamin D wird durch 


* Gyérgi, Klin. Wochenschr. 1927, Nr. 13, Referat; Bewmer und 
Falkenheim, ebendaselbst 1927, Nr. 17, 8. 798; F. Sachs, Hessisches Arzte- 
blatt 1927, Nr. 13, 8. 200; Lasch und Behrens, Deutsch. med. Wochenschr. 
87, 1552, 1927; Hottinger, ebendaselbss 37, 1549, 1927; Beck, Therapie der 
Gegenwart 1927, Heft 9, S.401; Vollmer, Detttsch. med. Wochenschr. 
39, 1634, 1927. 

1 Funk, Suzuki, Saidell, Markswleski, Collazo und Goslino. 
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photochemische Wirkung des ultravioletten Lichtes auf das chem 
reine Ergosterin erzeugt. Dieses Vitamin ist in der Dosis von !/,,,,. mg 
bei Ratten und unter Verabreichung von etwa 2 mg tiaglich |» 
Kindern wirksam 

Der experimentelle biologische Test ist die Knochenbildung 
osteogenen Linie des Knorpels, der Zusammenfiigung des Knoc! 
ansatzes der langen Knochen der Extremitaten, festgestellt und ko 
trolliert durch radiographische Abbildung oder durch das Sezieren der 
Tierleichen. Die Bereicherung des Blutes an Phosphor, welche 
rachitische Hypophosphatimie ersetzt, ist ein anderes  wichtiges 
biologisches Element, das zu beriicksichtigen ist 


Versuchsanordnungen. 

24 weibe Ratten, 3 Wochen alt, jede von ungefahr 50 bis 60 ¢ 
der gleichen Herkunft, wurden in drei verschiedene Kafige gesetzt 
ins Dunkle gestellt und unter rachitische Diaét Nr.3143 von McCollum 
Simonds, Shypley und Park genommen, welche reich an Calcium und 
arm an Phosphor ist und heute die geeignetste Diait bildet, um dis 
experimentelle Rachitis in 4 bis 7 Wochen zu erzeugen, wodurch det 
Appetit, das Wachsen, das Gewicht, die vaskulire Integritat, dir 
Fortpflanzung, die Temperatur usw. der Ratten nicht beeinfluit 
werden. Die 24 Ratten wurden in folgende drei Gruppen geteilt 

1. Gruppe: Acht Tiere bei Avitaminose, d. h. bei nur rachitischer 
Diat Nr. 3143. 

2. Gruppe: Acht Tiere bei gleicher Diat mit Zugabe einer Dosis 
von 5 mg bestrahltem Ergosterin (Vigantol) pro Tier, d.h. 1 cem der 
1°. igen Lésung in Olivendl. . 

3. Gruppe: Acht Tiere bei gleicher Diat mit Zugabe einer Dosis 
Lebertran (Mead), III Tropfen pro Tier. 

Jede Ratte wurde gewogen und mit Tusche gekennzeichnet 
Wasser und Futter nach Belieben. 


Ergebnisse. 


Zwischen der dritten und fiinften Woche starben saimtliche Ratten 
die dem Uberma8 von bestrahltem Ergosterin (Vigantol) unterworfen 
wurden. Die angegebene Dosis von 5 mg Ergosterin war ungefibhr 
tausendmal héher als diejenige, welche Gyérgi und andere Forscher 
benutzten. Infolge dieses Ergebnisses entschlossen wir uns, eine 
weitere Gruppe Ratter mit derselben Dosis zu behandeln. 

Der Grund, der uns dazu bewegte, bei unseren Versuchen so hoh: 
Dosen zu verwenden, war teilweise der, die Haltbarkeit des nach 
einem anderen Lande — mit einem anderen Klima — transportierten 
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i Y-odukts festzustellen und einige Zeit nach seiner Bestrahlung zu 
ifen Die zu Kontrollgruppen Nr. 1 und 3 gehérenden Ratten 


rden derselben Diat unterworfen und wiesen zwischen der dritten 
d fiinften Woche keine sichtbaren Veranderungen auf. Sie behielten 
n Appetit bei und entwickelten sich gut Die neue Gruppe von 
ht Ratten mit Uberdosierung von bestrahltem Ergosterin zeigt« 
Verlauf des gleichen Zeitraums (2 bis 5 Wochen) Ahniliche Ver 


derungen, wie die vorher erwahnten Ratten im = ersten Experiment 
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Abb. 2. 
Hypervitaminosis D. Halbseitige spastische Lahmun, 
el Gruppe 2 Nun sonderten wir vier dieser acht Ratten ab. bei 
fen denen wir das Ergosterin nicht weiter verabreichten. Danach konnten 
why wir gleich ein iiberraschend giinstiges Ergebnis auf die Gesundheit 
Le! den Appetit, die Entwicklung und Gewichtszunahme, ahnlich wis 
ine bei den Kontrolltieren (Abb. 3) feststellen Dagegen zeigten die rest 
lichen vier Ratten. bei welchea wir die Uberdosierung von bestrahltem 

he Ergosterin beibehic Iten clie gleichen schweren pathologischen Ver 
ch anderungen, die den Tod zwischen der vierten und fiinften Woche 
el (Abb. 1 und 2) bei schwerer Kachexie herbeifiihrten 


Biochemische Zeitschrift Band 204 ) 











Sou J. A. Collazo, P. Rubino u. B. Varela: 





Abb. 3. Avitaminosis D 


Klinisches Bild der Hypervitaminose. 

Die Symptomatologie der von der Hypervitaminose ergriffer 
Tiere ist folgende 

Allmahlicher Gewichtsverlust bis 30°,, trotz relativ guten Appetit 
Stillstand der Entwicklung, Hypothermie, Striiuben der Haare w 
Feuchtigkeit des Kérpers, ruhiges Sitzen in einer Ecke des Kafigs und 
Laihmung der GliedmaBen. Das sind die allgemeinen Symptom 
welche die an Hypervitaminose verstorbenen 12 Ratten gleichférn 
aufwiesen. Zwei Tiere wiesen auberdem noch Muskelsteifheitserscheinung: 
der Extremitaiten und eines dieser Tiere eine auf der linken Seite vor 
wiegende spastische Paralyse auf, wodurch das Tier beim Sichfortbeweg 
den Koérper auf dieser Seite am Boden entlangschl ppte Abb. 2). 

Diese Erscheinung paralytischer Muskelsteifheit, die bei zwei Tier: 
unter zwélf sehr deutlich auftrat, fiel uns ganz besonders auf, denn w 
halten sie von groBem Interesse fiir die pathogenetische Erlauterung «ck 
D-Hypervitaminose. Die Tiere wurden seziert, und wir konnten eit 
\trophie der wachsenden Organe (Leber, Milz, Pankreas usw.) feststeller 
Die Charaktere der Osteogenesis des Knochenansatzes waren norma 
Das ausfiihrliche anatomisch-pathologische Studium wird Gegenstan 
einer anderen Mitteilung sein. Desgleichen werden wir iiber die Versucl 
in unserem Laboratorium tiber den Stoffwechsel der hypervitaminisiert: 
Tiere berichten, denn die erzwungene Vitaminisierung weist wieder d 
Symptome und den Tod in einem Zustande physisch-pathologischer Atrop! 
und tiefer Erschépfung auf, deren Wichtigkeit man jetzt schon als ei 


Tatsache feststellen darf, welche die gréBte experimentelle Aufmerksamk: 


verdient. 
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Priifung der Ergebnisse. 
Wir ziehen es vor, die Erscheinung der experimentellen Hyper 
taminose, welche wir eben beschrieben haben, als Vitaminismus zu 
bezeichnen, denn dieses Wort driickt durch seine Analogie mit anderen 
pharmakologischen Mitteln die Erscheinungen bei ihrer Verwendung 
in hohen Dosen aus 

Vom ersten Augenblick an zweifelten wir nicht daran, den Tod 
unserer der Hypervitaminose unterworfenen Tiere dem Uberma® an 
Vitamin D zuzuschreiben, denn unter den Umstinden, unter welchen 
der Versuch gemacht wurde, finden wir keinen anderen verantwortlichen 
Grund. Wir hatten um so weniger AnlaBb, an unserer Annahme zu 
zweifeln, weil der Zustand der Tiere bei einfacher Rachitisdiait und 
bei Rachitisdiat mit Zugabe von Lebertran ein auberordentlich guter 
wahrend desselben Zeitraumes blieb 

Die Erlauterung der Ergebnisse ist nicht leicht, wenn wir in Betracht 
ziehen, daB sich in der Literatur iiber Vitamine keinerlei Referate 
iiber diese Neuerscheinung befinden, die wir kurz Vitaminismus be- 
nennen. Spiter lernten wir die Arbeit von P/fannenstil' tiber den 
nachteiligen Effekt und den Tod bei schwerer Kachexie kennen 
welche zu reichliche Gaben von bestrahltem Ergosterin bei jungen 
Kaninchen verursachen 

Vielleicht steht im Zusammenhang mit dem Vitaminismus die 
Beobachtung von Mauriquand iiber den kachextisierenden Effekt 
der tiefen und wiederholten Bestrahlung mit ultraviolettem Lichte 
Die Bestrahlung des in so reichem Mabe in der Haut vorhandenen 
Ergosterin erzeugt Vitamin D und verursacht somit einen gewissen 
indirekten Vitaminismus. Der experimentelle Vitaminismus mit einem 
wissenschaftlich vertrauenswiirdigen Produkt, wie dies das Ergosterin 
von Windaus (Vigantol) darstellt, hat fiir die Vitaminologie eine 
groBe Bedeutung und man kann sich leicht neue fruchtbare Orien 
tierungen erdenken. Vor allen Dingen andert die Entdeckung der 
Hypervitaminisierung griindlich den pathologischen Begriff der Avita 
minose. 

Bis heute kannte man nur Krankheiten durch den Mangel oder 
das Feblen von Vitaminen als Mangelkrankheit (maladies par carence) 
Heute miissen wir den Begriff mit dem Vorhandensein der schweren 
pathologischen Verinderungen durch zu reichliche Gaben von Vita 
minen erweitern. Wir sind deshalb verpflichtet, die Benennung von 
Avitaminose (Mangelkrankheit) durch die geeignetere, die wir vor 
schlagen, nimlich Vitaminopathie zu ersetzen. 


1 Pjannenstil, Diskussionsbemerkungen zum Vortrag von Vogt in det 
Med. Naturw. Gesellsch. zu Miinchen im Jahre 1927. 
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Vitaminopathie. 


1. Durch Mangel oder Hypovitaminose ' 
2. Durch Uberma®B oder Hypervitaminose I 
3. Durch Nichtiibereinstimmung in dem Synergismus unter ! 
verschiedenen Vitaminen oder Dysvitaminose 
Es unterliegt keinem Zweifel, daB die ven uns beschriebene | , 
scheinung in gewissen Grenzen und vielleicht haufiger in der King ) 
klinik durch ungeeignete oder Ergosterindiathese Diit vorkommt 
diesem Falle durch Uberma® von Vitaminen im Gegensatz zu dé 
sehr oft vorkommenden bekannten Mangel an Vitaminen. Der expe , 
mentelle Vitaminismus mit Vitamin D macht es wahrscheinlich, d: 
eine Ahnliche Sachlage bei den anderen Vitaminen besteht. In diese: 
Sinne haben wir schon neue Versuche angefangen. In Anbetracht de | 


Gefahrlichkeit, Schnelligkeit, RegelmaBbigkeit, nicht schweren Wiede: 
erzeugung und gut definierten Charakters, welche beim Vitaminism 
beobachtet wurden, kénnen wir ohne Ubertreibung annehmen, da 
das in der Wissenschaft der Vitamine neu eréffnete Kapitel dure! 
seinen theoretischen, wissenschaftlichen, pharmakologischen und di: 
tetischen Bereich ebenso wichtig sein mub. wie die Entdeckung de: 
Avitaminose selbst. 


Rar } itische Liat Ny 145 


Ganze Weizenkérner ; . 33.0 
Ganze Maiskérner 33.0 
Celatine : , 15.0 
Weizengluten ; 1.0 
Na-Chloriir. : ‘ 3.0 
Calcium earb 3.0 


SchluBlolgerungen. 


1. Bei einer Dosis von 5 mg antirachitischem Vitamin D (Viganto 
pro Ratte stellt sich ein Zustand von Kachexie, Gewichtsverlust 
Wachstumshemmung, Hypothermie ein, und schlieBlich folgt der Tod 
Diese Erscheinung nennen wir Vitaminismus oder experimentelle Hyper 
vitaminose 

Die Dosis von Vitamin D ist ungefahr 5000 bis 50000 mal grok 
als die aktive Menge bei der rachitischen Diait Nr.3143 von We Collun 
und Mitarbeiter unterworfenen Ratte, d.h. der Spielraum zwische 
der niitzlichen und der tédlichen Dosis ist auBerordentlich gro8 und ip 
der menschlichen Therapie schwer zu erreichen. Wir halten deshalt 
die D-Hypervitaminisierung beim Menschen fiir schwer, aber doch fii 
méglich. Der Mechanismus der D-Vitaminisierung steht wahrscheinlic! 
im Zusammenhang mit der calciumstabilisierenden Wirkung des 


Vitamin D im Stoffwechsel der tierischen Gewebe 
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3. Die Hypervitaminisierung hat eine groBe Bedeutung in der 
Vitaminologie, denn sie andert unsern Begriff tiber die eventuelle 
pathologische Wirkung der Vitamine. Friiher kannte man nur den 
Mangel oder das Fehlen von Vitaminen als Krankheitsursache, d. h. 
\vitaminosis Heute ist es bewiesen, daB das UbermaB an Vita- 
minen auch eine pathologische Wirkung ausiibt. Wir schlagen deshalb 
vor, diese beiden méglichen gegensitzlichen Zustinde unter den 
Begriff der Vitaminopathie zusammenzufassen. 


Nachschrift. Nachdem wir diese Arbeit der Biologischen Ge- 
sellschaft in Montevideo am 8. April 1928 vorgelegt hatten, lasen wir 
in der Miinch. med. Wochenschr. (21. April) die Arbeit Kraitmair und 
Mohl, welche einen wichtigen Beitrag zum Studium der Hyper- 


vitaminose darstellt 


23° 








Eine Methode zur Darstellung der Chondroitinschwefelsiure. 


Von 
FE. Jorpes. 
(Aus der chemischen Abteilung des Karolinischen Instituts, Stockhol: 


(Eingegangen am 24. September 1928.) 


In Anbetracht der Unsicherheit, die noch tiber MolekiilgréBe und 
-struktur der sogenannten prosthetischen Gruppen in gewissen Pro 
teiden, besonders in den Mukoproteiden, besteht, bietet ihr Studium 
vieles von Interesse. Der enge Zusammenhang der _ prosthetischen 
Gruppe mit dem EiweiB macht es schwer, sie in intaktem Zustanc 
zu isolieren. Bei der Darstellung der Chondroitinschwefelsiure hat 
man, ebenso wie bei der friiher gewéhnlichen Darstellung von Nuclein 
siure, immer Extraktion in alkalischer Lésung verwendet. Auf die 
Nucleinsiuren hat die alkalische Reaktion eine starke Einwirkung 
indem gewisse zusammengesetzte Nucleinsaiuren in einfache gespalten 
werden; die Thymonucleinsaure beispielsweise bekommt bei dem 
Erhitzen und der Behandlung mit Lauge wihrend der Darstellung 
ganz andere Eigenschaften, als die native Form hat. Die Geschichte de 
Chondroitinschwefelsiuredarstellung zeigt auch den schadlichen Einflubs 
der Behandlung mit Alkali, und die Entwicklung ging in die Richtung 
der Verwendung mdéglichst schwacher Laugenlésungen. 

E. Hammarsten (1) gewann sein Material zur Untersuchung det 
physikalisch-chemischen Eigenschaften der Thymonucleinsaure durch 
Digerierung von Thymusdriisen mit destilliertem Wasser und Aus 
salzung des Eiweibes mit Kochsalz, wonach mehrmalige Fallung mit 
Alkohol ein biuretfreies Priiparat vom Natriumsalz der Thymonuclein 
siure mit teilweise anderen Eigenschaften als denen der durch Laugen 
behandlung erhaltenen a- und b-Formen ergab. Bei Anwendung det 
selben vorsichtigen Praparationsart unter Vermeidung von Laugen 
behandlung und von Fiallung mit Schwermetallen stellte Verfasser (2) 


aus dem Pankreas eine zusammengesetzte Pentosenucleinsaure dar 


in welcher die Guanylsiure als Mononucleotid enthalten ist. Die in 
diesen Arbeiten gewonnene Erfahrung spricht dafiir, daB die Nuclein 
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siure keine festere Verbindung mit dem Eiweif eingeht, weil mit Koch- 
salz ein doppelter Umsatz quantitativ vor sich geht und auBerdem 
die Reaktion in den Organen voraussetzt, daB die Nucleinsiure als 
\ikalisalz vorkommt. Wie sich die Chondroitinschwefelsiure in dieser 
Beziehung verhalt, ist natiirlich von grobem Interesse, besonders, 
da C. Th. Mérner (3) schon im Jahre 1889 angab, dab ein Teil von ihr, 
nicht an EiweiB gebunden, praformiert im Knorpel vorkomme. Aus- 
gehend von den Erfahrungen iiber die Méglichkeit, Nucleinsiuren 
ohne Verwendung kriaftiger Reagenzien darzustellen, machte ich eine 
Reihe von Versuchen, dieselbe Methodik fiir die Chondroitinschwefel- 
siure anzuwenden. Die erhaltenen Resultate sollen hier in Kiirze 
mitgeteilt werden. 

Die Geschichte der Chemie der Chondroitinschwefelsaure datiert 
etwas tiber 40 Jahre zuriick. Boedecker hatte allerdings schon im 
Jahre 1854 gefunden, daB der Knorpelleim nach saurer Hydrolyse 
reduzierend wirkt, aber erst im Jahre 1884 wurde von Krukenberg 
eine biuretfreie, schwach reduzierende Substanz mit niedrigem Stick- 
stoffgehalt dargestellt, die er Chondroitsiure nannte. In seiner Unter- 
suchung iiber die Zusammensetzung des Knorpelgewebes konnte 
CO. Th. Mérner im Jahre 1889 eiweiffreie Praparate dieser Chondroit- 
siure von einer ziemlich konstanten Zusammensetzung und einem 
sehr hohen Schwefelgehalt erhalten, der quantitativ in Atherschwefel- 


siurebindung enthalten war. Gleichzeitig mit Mérner befabte sich 
Schmiedeberg mit eingehenden Untersuchungen itiber die in Rede 
stehende Verbindung, die er Chondroitinschwefelsiure nannte. Die 
von Moérner dargestellten Praparate enthielten ungefahr 353°, C, 


468°, H, 3,15°, N und nicht weniger als 6,33°,, S, an aschefreier 
Saure berechnet. Im Praparat von Krukenberg war der Schwefelgehalt 
viel geringer. Sowohl Schmiedeberg als auch P. A. Levene, welcher 
das Gebiet spater in verdienstvoller Weise bearbeitete, verwendeten 
Darstellungsmethoden, die nur Spaltungsprodukte der Chondroit- 
schwefelsiure gaben oder eine Mischung von solchen und intakter 
Saure. Der Schwefelgehalt war stets zu niedrig, und das Verhiltnis 
S:N deutete auf eine Abspaltung von Schwefelsiure wahrend der 
Darstellung. Der berechneten am niachsten kommt diese Quote in 
Mérners eben genannten Praparaten, was vielleicht darauf beruht, 
daB der Laugengehalt in der ersten Extraktionsfliissigkeit auf 2°, 
heruntergebracht war. Jede Darstellung von Chondroitinschwefel- 
siure beginnt bei den anderen hier genannten Verfassern damit, dal 
der Knorpel tagelang in Zimmertemperatur mit 2- bis 5°, iger oder 
stirkerer Liuge behandelt wird. Nur in Mérners Arbeit ist angegeben 
daB ein Teil der Chondroitinschwefelsiure praformiert in Form von 
Natrium und Calciumsalz im Knorpel vorhanden und ohne Verwendung 
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von starkerer Laugenlésung extrahierbar ist. Der Hauptteil soll jedoch 
im Chondromukoid in den Chondrinballen vorhanden sein, woraus cr 
nicht ohne alkalische Einwirkung zu lésen ist. Bei dieser starken | 

handlung ist es héchst wahrscheinlich, daB bedeutende Anderungen 
im Aufbau vor sich gehen, die sowohl zu Spaltungen als zu intramo! 

kularen Umlagerungen fiihren. Zu der von Levene angewendeten 
Methodik gehért auber der alkalischen Extraktion ein Eindampfen 
auf dem Wasserbad bei Gegenwart von Bariumcarbonat und eine 
Ausfallung der Chondroitinschwefelsaure mit Eisessig, eine Ausfallungs 
miglichkeit, die schon Krukenberg gefunden hatte. Es konnte keine 
Rede davon sein, mit diesen Darstellungsmethoden ungespaltene 
Chondroitinschwefelsiure zu erwarten. Sowohl Schmiedeberg als Leven: 
waren gezwungen, von der Forderung intakter Praparate abzustehen 


In einer von ©. A. Yilner vorgenommenen, nicht publizierten 
Untersuchung aus diesem Laboratorium versuchte dieser, die Methoden 
der Literatur in der schonendsten Weise anzuwenden, um zu einem 
Praparat zu kommen, das zu physikalisch-chemischen Untersuchungen 
an der in dieser Beziehung nicht untersuchten Chondroitinschwefe! 
siure verwendbar ware. Sowohl ihre MolekiilgréBe wie ihr osmotischer 
Druck und der wahrscheinliche Donnaneffekt hatten viel von Interesse 
geboten. Er versuchte, durch Arbeiten in Kalte und Einschrinkung 
der Alkalieinwirkung auf das Mindestmégliche zum Ziele zu kommen 
Die Analysen an den reinen Praparaten zeigten indes, da ein Teil 
der Atherschwefelsiure wihrend der Darstellung abgespalten war 
weshalb die Untersuchung nicht fortgesetzt wurde. In einem trockenen 
Bariumsalz wurden auf 2,37 °,, N 4,78 °, S statt der berechneten 5,31 
gefunden und in einem anderen Praparat auf 2,.6°, N 4,77°%, 8. 


Das Ausgangsmaterial meiner Versuche bestand aus Trachea! 
knorpeln vom Rinde. Die Knorpelringe wurden vom Bindegewebe frei 
prapariert und in diinne Scheiben geschnitten, die in Alkohol auf 
geschwemmt und fixiert wurden. Der mit Alkohol behandelte Knorpe! 
wurde an der Luft getrocknet, wobei er eine auberst harte Konsistenz 
erhielt. Dank dem freundlichen Entgegenkommen der Chemischen 
Fabrik Astra in Sédertalje wurde daselbst das Mahlen des getrockneten 
Knorpels zu Pulver Nr. 40 (Pharm. Suee.) besorgt. Nach dieser Vor 
behandlung war das Knorpelgewebe der Extraktionsfliissigkeit voll 
stindig zugiinglich, ohne daB der Knorpel bei Zimmertemperatur mit 
Lauge lingere Zeit digeriert zu werden brauchte, wie es bei den ge 
wohnlichen Methoden gebriuchlich ist. Es wurden ungefahr 7 kg 
dieses Knorpelpulvers dargestellt. 


Zunichst wurde eine Serie quantitativer Versuche tiber die 
Wirkung verschiedener Extraktionsmittel gemacht, mit destilliertem 





£ 
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Wasser und 10°. iger Kochsalzlésung beginnend und dann mit Natron- 
lauge steigender Konzentration. Die Extraktion erfolgte itiber Nacht 
bei 0°, und am Extrakt wurde nach Entfernung des Knorpelgewebes 
der Gesamtschwefel bestimmt. Diese Versuche ergaben, da® sich mit 
destilliertem Wasser nur Spuren von Chondroitinschwefelsiure extra- 
hieren lassen. Bei Verwendung 10°,iger Kochsalzlésung oder Kalium- 
chloridlésung erhielt man eine etwas bessere Ausbeute, aber nur einen 
yeringen Teil der Gesamtmenge. So wurden bei Kochsalzextraktion 
von | kg Trockenpulver und nach der nachstehend angegebenen Weiter- 
behandlung nur 10 g biuretfreien Trockenpulvers erhalten. Ein kleiner 
Zusatz von Lauge zur Extraktionsfliissigkeit verbesserte das Resultat 
nicht, da sich mit n/10 NaOH keine bessere Ausbeute ergab als mit 
NaCl-Lésung allein. Verwendung stiarkerer Laugenlésung erschien 
deshalb unumgiinglich. Obzwar achtstiindige Extraktion in 1 °,iger 
NaOH in Kalte ein ziemlich gutes Resultat gab, wurde die Extraktion 
erst bei Behandlung mit 2°,, NaOH in der genannten Zeit annihernd 
volistindig. Eine zweite Extraktion der Knorpelmasse gab eine nicht 
geringe Ausbeute. Zur Extraktion ist eine starkere als 2°ige Laugen- 
lésung nicht erforderlich. Da sich also die alkalische Reaktion als 
notwendig erwies, um die Chondroitinschwefelsiure aus dem Mukoid 
zu lésen, zog ich es vor, die Extraktion bei einer Temperatur von 0 
bis + 3° zu machen und die Zeit auf 8 bis 10 Stunden zu verkiirzen 

Das schwerste Stadium der Darstellung war die Trennung der 
Chondroitinschwefelsiure vom EiweiB, das nach Neutralisierung und 
Ansiuerung mit Essigsiure mit ins Filtrat geht. Der von Levene ein- 
geschlagene Weg scheint — vielleicht durch das langwierige Eindampfen 
auf dem Wasserbad oder im Vakuum seine Gefahren zu haben 
Das Tannin, das Mérner verwendete, um die Proteosen zu entfernen, 
mag vorteilhaft sein, die spater folgende Bleifallung und Schwefel- 
wasserstoffbehandlung bieten aber Schwierigkeiten, wenn es sich 
darum handelt, mit hochmolekularen Stoffen zu arbeiten. Nach einigen 
Versuchen mit Tannin wurden einige Kolloidfallungsmittel versucht 
Mangels anderer Kaolinpraparate verwandte ich das gewohnliche, im 
Handel erhaltliche Kaolin, das sich fiir diesen Zweck als sehr geeignet 
erwies. Zu dem schwach essigsauren Extrakt (rosafarbig bis rot mit 
Methylrot) wurde Kaolin zugesetzt und zu einem Brei verriihrt, wonach 
die Aufschwemmung durch eine Nutsche filtriert wurde. Auch wahrend 
der Filtration wurde in der Kalte gearbeitet. Das Filtrat gab keine Biuret 
reaktion. Nach Zusatz von zwei Volumen Alkohol fiel ein in der Regel 
biuretfreies Calcium-Natriumsalz der Chondroitinschwefelsiure aus 
Hiermit war eine einfache und anscheinend indifferente Darstellungs- 
methode gegeben. Die Ausbeute an biuretfreiem Material war bei 
zwei Extraktionen in 1- bis 2°, igem NaOH aus | kg Trockenpulver 
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mitunter 80g, mitunter 50g lufttrockenen, ungefihr 45° S e 
haltenden Pulvers. 

Das Trockenpulver wurde in folgender Weise behandelt: Portion 
von etwa lL kg wurden in 10 Litern 10",iger Kochsalzliésung 12 Stunc: 
lang in der Kalte unter Umschiitteln extrahiert. Nach Zusatz v: 
Essigsiure bis zu | bis 11°), wurde durch eine Nutsche filtriert und das 
Filtrat mit Kaolin zu Brei verrithrt. Nach Filtrieren durch eine Nutsely 
Fallung mit zwei Volumen Alkohol. Die aus der Knorpelmasse dure! 
weitere zweimalige Behandlung mit 1- oder 2 °,iger Natronlauge dana 
hergestellten Extrakte wurden nach Neutralisieren mit Essigsaure bis zu 
1 bis 11%, versetzt. Nach der zweiten Extraktion wurde das Kaolin 
direkt mit dem angesiuerten, nicht filtrierten Extrakt verriihrt, wodure! 
die Filtration schneller verlief. Die erste Extraktion mit Kochsal 
bringt nicht nur den Vorteil mit sich, daB man ein vdOllig intaktes 
Praparat erhalt, sondern erleichtert auch in den spateren Extraktionen 
die Ausfallung der Chondroitinschwefelsiure mit Alkohol. In sal: 
freien Lésungen wird diese durch Alkohol nicht gefallt, so da®B sonst 
ein Zusatz von Kochsalz nétig werden kann. 

Die durch Kochsalzextraktion erhaltenen Priiparate hatten etwas 
andere Eigenschaften als die nach alkalischer Extraktion erhaltenen 
Wiahrend diese beinahe ausnahmslos keine Biuretreaktion gaben 
gaben die ersteren sie mehr oder weniger deutlich. Es war jedoch auc! 
méglich, die durch Kochsalzextraktion gewonnenen Priparate direkt 
in biuretfreier Form zu erhalten. Sie zeigten auch keine Spur von 
Reduktion beim Kochen mit Fehlingscher Lésung Die Lésungen 
waren sehr zahfliissig. Von den mit Alkali behandelten Praparaten 
zeigten einige keine Reduktion ohne Hydrolyse, wahrend andere spuren 
weise oder sogar deutliche Reduktion gaben. Diese scheint nicht dure! 
Einwirkung der Essigséure verursacht zu sein, denn trotz Erniedrigung 
der Aziditat bei der Kaolinbehandlung reduzierten die erhaltenen 
Praparate alkalische Kupferlésung. Diese direkte Reduktion entsprach 
nach Hagedorn-Jensens Mikromethode bestimmt, nicht mehr als etwa 
0,.75°., Glucose. 

Die Analyse einiger nach Extraktion mit Natronlauge erhaltener 
lufttrockener Praparate ergab folgendes: 


I. Stickstoff. 





mg N (Ajeldahl) o N 

oe ee 3 3.29 2,17 
O3785g . 5... 8,06 2:16 
|) ee 7,90 2,13 
8 we ee 7,42 2,14 
2.14 
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Darstellung der Chondroitinschwetelséure 


Schwefel 





mg baSQO, mg S Ss 
0.1935 ¢ . 62.7 S.61 4.45 
0.1539 ¢ 503 6.91 4.49 
N0.1975¢ 63.6 8.73 4.42 
0.2000 ¢ . 65.3 8.97 4.49 
4,46 

S:N 2.08, berechnet in Chondroitinschwefelsaur 


Il. Stickstoff 





mg N N 

0.3676 g . . 7.9 2.15 
0,3700 g “or ‘ 7,9 2.14 
2,15 


S« hwefe l. 





mg BaSO, mg S$ 7S 
0.2318 ¢ 79.5 10,92 4.71 
0.2241¢g.. 77,0 10,57 4,72 
4,72 

S:N 2,20. 


Ill. Stickstoff. 





mg N oN 

03664¢ . — 7,48 204 
0,3700¢ . i 7,59 25 
ALT 


Schwefel 





mg BaSO, mg S S 
0,2880 g 89,5 12.53 4.28 
0.2064 g 63,8 8,76 4,24 
4,26 

S:N 2.08 


Nachdem das letzte Praparat mit Eisessig umgefallt 


» 
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OR 


gewasche n 


und mit Alkohol-Ather getrocknet war, enthielt es lufttrocken 2.19°,, N 


und 4.63°., 8. 


In drei analysierten, durch Extraktion in Kochsalzlosung dar 
gesteliten Priparaten schwankte der Quotient S:N zwischen 1,5 


und 1,95, offenbar infolge der Beimengung von Eiweil 
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Die oben analysierten Praparate enthielten kein freies Sulf 
In mehreren Praparaten war jedoch deutlich eine Sulfatreaktion 
erhalten. 

Die hier angegebene Darstellungsmethode gibt, wie ersichtli 
keine reinen Praparate, bietet jedoch gegeniiber den friiheren Methode: 
manche Vorteile. Der Quotient S: N ist schon im Rohprodukt héher 
als der von anderen Verfassern erhaltene. Es geniigt indes schon ein 
sehr kleine Beimengung von EiweiB, um diesen Quotienten zu ver 
schieben. Die Reduktion, welche einige Praparate zeigten, kann auch 
durch Verunreinigung mit Kohlehydraten verursacht sein. Jedenfalls 
ist die Darstellungsmethode sehr wenig eingreifend. Die ohne Alkali. 
einwirkung dargestellten Praparate kénnen nach Reinigung zur Be 
stimmung der Eigenschaften der nativen Chondroitinschwefelsiure 
geeignet werden, und der Vergleich mit ihnen mag iiber den eventuellen 
schidlichen Einflu8 der Alkalibehandlung, die zum Freimachen der 
Saure aus dem Chondromukoid nétig scheint, Aufschliisse geben. Di 
optische Aktivitat der Saure wird durch die Alkalibehandlung jeden 
falls nicht merklich verandert. Eine 10°,ige Lésung eines Salzes 
das 2,04°,, N enthielt, zeigte im 10-dm-Rohr eine Rotation von 1,7° 
nach links. Nach vierstiindigem Stehen in 2% NaOH war das 
Drehungsvermigen des Salzes unverandert. 
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iber die Millonsche Reaktion des Harns bei Geisteskranken. 


Von 
E. Scheiner, 
Aus der psvehiatrischen Klinik der k. Universitat zu Florenz, Italien 


(Eingegqangen am 9. Oktober 1928.) 


In einer vorlaufigen Mitteilung (1) habe ich kiirzlich tiber eine auf 
fallend intensive .Willonsche Reaktion des Harns bei einer groben 
Anzahl (iiber 100) von amentiaahnlichen Zustandsbildern, sowie bei 
\Ikoholpsychosen berichtet. Atiologisch konnte in den untersuchten 
Fallen meistens eine vorausgegangene Infektion, Abort, Puerperium 
Operation nachgewiesen werden, aber auch in solchen Amentiafallen 
wo keine der gewOhnlichen auslOsenden Ursachen in Frage kam, war 
die Harnreaktion ebenso intensiv, wie in den atiologisch klaren Fallen 
Bei Alkoholpsychosen schien die Reaktion desto ausgesprochener zu 
sein, je mehr die Symptomatologie sich dem Delirium tremens niherte 

Die Untersuchung des Blutes ergab zunachst das Fehlen der Willon- 
«hen Reaktion in dem mit Trichloressigsiure oder Uranylacetat ent 
eiweiBten Serum. Immerhin konnte in einigen Fallen, besonders bei Kata 
tonikern, neben einer schwachen Biuretreaktion eine schwache Rosatirbung 

it Millonschem Reagens festgestellt werden. Auffallend war der Blut 


efund dagegen bei allen Kranken, die eine stark positive Harnreaktion 


yvaben: Eine konstante, obwohl maéBige Erhéhung des Bilirubingehalts 





bis zu zwei bis drei Einheiten nach Van den Bergh), ohne klinisch nach 
veisbare Zeichen von Ikterus und ohne Bilirubinurie (2) 

Die Harnuntersuchung bei einer groben Anzahl von klinisch gesunden 
Individuen lieB erkennen, dali eine intensive Willonsche Reaktion bei 
Gesunden niemals vorkommt., obwohl viele Harne, besonders nach Ent 
fernung der stérenden Chloride durch AgNO., eime schwache Rosafarbung 
ind geringen carminroten Niederschlag mit Wi/lonschem Reagens ergaben 
Nach einer privaten Mitteilung von Bettzieche soll jeder, auch normale Harn 
Villonsche Reaktion geben, nach entsprechender Einengung. Diese Angabe 
konnte h dann he stativen. Es handelt sich also um eine normal Harn 
eaktion, die in pathologischen Fallen bedeutend verstarkt erscheint 


Durch eine summarische Harnuntersuchung von ungefahr 50 Fallen interne 


Kranken konnte eine stark positive Willonsche Reaktion nur bei schweren 
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Erkrankungen des Magendarmkanals nachgewiesen werden (beso 
Carcinom), bei anderen konsumptiven Krankheiten dagegen (Lu 
tuberkulose) blieb die Reaktion negativ. 

Es empfiehlt sich, wie ich in meiner erwahnten Mitteilung vorsc} 
die Reaktion mit mindestens zehnfach verdiinntem Harn auszufiil 
um den stérenden EinfluB8 der Harnsalze auf die Reaktion zu vermin: 
Bei dieser Verdiinnung gibt der normale Harn weder eine rosenrote Farb 
noch den charakteristischen rosenroten Niederschlag. 

Die Reaktion wird am besten und am sichersten mit dem von H 
in dieser Zeitschrift angegebenen modifizierten Willonschen Reagens 
gefiihrt (s. dort) (3). 

Bekanntlich gibt das an H, SO, gebundene Phenol, das auch im norm: 
Harn vorkommen kann, erst nach Spaltung der Phenolschwefelsaure ¢ 
Millonsche Reaktion. Dagegen lassen sich die aromatischen Oxysaure: 
im Harn nach Blendermann auch direkt nachweisen (4). Es kann auBerden 
noch Tyrosin in Frage kommen, dessen Gegenwart im Harn von Lebe: 
kranken besonders von alteren Autoren nachgewiesen sein soll. Nach de: 
Untersuchungen von Eppinger (5) gibt die Millonsche Reaktion am ein 
fachsten AufschluB iiber die EiweiBabbaufahigkeit des Organismus, bzw 
liber Stérungen der Stickstoffausscheidungen. Eppinger empfiehlt dix 
Reaktion fiir die Leberfunktionspriifung beim Krankenbett und in aller 
Fallen, wo eine titrimetrische Bestimmung der Aminosaéiuren wegen der 
Umstandlichkeit nicht ausgefiihrt werden kann. Eppinger nahm dabei 
an, daB die positive Reaktion durch die Gegenwart von Tyrosin bedingt 
ist. Lepehne und Bandisch (6) haben die Probe in 200 Fallen von Leber 
stérungen nachgepriift, jedoch mit negativem Resultat. Dabei nahmen 
sie ohne weiteres an, da die Millonsche Reaktion im Harn auf die Gegen 
wart von Aminoséuren zuriickzufiihren ist, sie dachten wohl an Tyrosin 
DaB das nicht der Fall ist, haben Schumm und Papendieck (7) nachgewiesen 
Auch bei der schwersten Leberstérung, bei gelber Leberatrophie, wo dir 
so charakteristischen Kristalle im Harn erscheinen, war es ihnen unmdglich, 
mit den bekannten Methoden Tyrosin nachzuweisen. Ich selbst habe 
auch die von fiinf verschiedenen Individuen stammenden Harne mit sehr 
intensiver Millonscher Reaktion auf Tyrosin verarbeitet, immer mit 
negativem Resultat. 


Trennungsversuche haben gezeigt, dali der Reaktion geben 
Koérper nur schwer aus dem Harn zu entfernen ist. Er konnte weder 
mit neutralem noch mit basischem Bleiacetat gefallt werden. Vor 
den Salzen der Schwermetalle wurde nur mit Mercurisulfat und mit 
Mercurinitrat eine unvollstandige Fallung erreicht. Silbernitrat, Mercuri- 
chlorid fallten die Substanz itiberhaupt nicht. Mit Phosphorwolfram 
siure lieB sie sich vollstandig niederschlagen, welche Tatsache basische 
Kigenschaft des Kérpers vermuten lieB. 

Eine neue Versuchsreihe habe ich nun angestellt, um die chemische 
Zugehérigkeit der Substanz naher zu bestimmen. Zu diesem Zwecke 


wurde zunichst das von Weiss (8) in dieser Zeitschrift angegebene 
Fraktionierungsverfahren angewandt. 10 Liter eiweiBfreien Harns von 
verschiedenen Kranken mit ahnlichem Zustandsbild wurden gesammelt 
filtriert und bei schwach essigsaurer Reaktion mit einer 30°, igen 
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L. sung von neutralem Bleiacetat gefallt. Der voluminiése Nieder- 
lag von Salzen und mitgerissenen Pigmenten wurde abgesaugt 
Die Millonsche Reaktion erschien nun im Filtrat verstarkt, wahrend 
der mit H,S entbleite Niederschlag nach Verjagung des iiberfliissigen 
H.S keine Millonsche Reaktion. nur einen dunkelbraunen Nieder- 
schlag zeigte, der keine Farbenaihnlichkeit mit dem lebhaft ziegelroten 
Niederschlag des Filtrats besaB. Nun wurde das Filtrat anfangs mit 
konzentrierter NaQH, alsdann mit 10°, iger NaOQH-Lésung bis zur 
Niederschlagsbildung versetzt und wieder abgesaugt. Das Filtrat war 
nun vollstandig entfarbt und gab mit dem Reagens eine noch lebhaftere 
Farbung und nach kurzem Stehen den charakteristischen ziegelroten 
Niederschlag. Der wie oben entbleite Niederschlag gab eine schwach 
arminrote Farbung mit ebenso gefiirbtem Niederschlag, der wohl von 
Spuren der mitgerissenen Substanz herriihrte 
Das entfirbte, wasserklare Filtrat wurde mittels H,S vollstandig 
entbleit und eine Probe der Fliissigkeit auf freiem Feuer verdampft, 
ler Riickstand in Wasser gelést und die Millonsche Reaktion aus- 
vefiihrt. Die Reaktion erschien auBerordentlich intensiv. Die Substanz 
ist also mit Wasserdampf nicht fliichtig. Nun wurde das ganze Filtrat 
auf dem Wasserbad bis auf Sirupkonsistenz eingeengt, der Sirup dreimal 
mit 500cem Ather ausgeschiittelt, der Ather abdestilliert, der Riick- 
stand in Wasser gelést. Die Lésung gab keine Millonsche Reaktion 
wihrend eine 100fache Verdiinnung des Sirups noch eine intensive 
teaktion gab. Da schon in den Vorversuchen festgestellt werden 
konnte, daB die Zufiigung auch nur von verdiinnten anorganischen 
Siuren zum Harn oder zum Harnauszug die Reaktion innerhalb weniger 
Minuten zerstért, wurde auf das Ausschiitteln des Sirups bei salz- 
ier schwefelsaurer Reaktion verzichtet 
Der Sirup wurde jetzt mit destilliertem Wasser auf | Liter gebracht 
und mit einem UberfluB von basischem Bleiacetat versetzt, der Nieder- 
schlag abgesaugt, in Wasser suspendiert und mit H,S entbleit. In der 
entbleiten Lésung keine Millonsche Reaktion, diese ging vollstindig 
n das Filtrat iiber. Dieses wurde nun mit konzentrierter N H,-Lésung 
versetzt. wobei sich ein AuBerst voluminéser Niederschlag bildete 
Aus dem Filtrat war die Millonsche Reaktion verschwunden. Nun 
wurde der Niederschlag abgesaugt, mit verdiinnter NH,-Losung ge 
waschen, in Wasser suspendiert und entbleit. Das Filtrat wurde im 
Luftstrom vom iiberfliissigen H,S befreit und die Losung wieder mit 
einer ammoniakalischen, basischen BleiacetatlOsung ausgefallt. ab 
gesaugt und iiber H,SO, getrocknet Der anfangs gelblich-weibe 
Niederschlag nahm in einigen Tagen eine ausgesprochen gelbe Farbe 
an. Er wurde wieder in Wasser suspendiert, entbleit, auf dem Wasserbad 
eingeengt. wobei sich keine Neigung zur Kristallisation bemerken 
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lie3; so wurde die Fliissigkeit bis zur Sirupkonsistenz eingeengt 
Sirup dann vollstandig verdampft und im Vakuum iiber H,SO, w 
trocknet Die voluminése Schmiere trocknete sehr schwer 
nach zweiwéchigem Aufenthalt im Exsikkator wurde sie schei 
trocken herausgenommen. Doch bei Beriihrung mit Luft wurd: 
in wenigen Minuten wieder dickfliissig. Die Schmiere war restlos li 
in Alkohol und Aceton. 1 cem der Schmiere in 100 cem Wasser gx 
gab folgende Reaktionen: 

Phenolreaktionen. Millon: Weiler Niederschlag, der beim Erhit 


ziegelrot wurde; tiberstehende Fliissigkeit rosa. Die Reaktion entst 


auch kalt, nach langerer Zeit. Eisenchlorid: Keine Reaktion. Bromwa 
Entfarbung ohne Niederschlag. Folin-Denis: Intensive Blaufarh 
Xanthoprotein: In der zweiten Phase besonders intensiv. 

Indolreaktionen. Legal, Nitrosoindol: negativ. 

Kondensationsreaktionen. p-Dimethylaminobenzaldehyd : In der Wii 
Bildung eines roten Farbstofts, der sich durch Alkalien abscheiden 
(Hari). Salicy laldehyd: Bildung eles roten Farbst offs, det sich mit Alka 
nicht abscheiden lieb. 


Reduktionsreaktionen. Entfarbung von Kaliumpermanganat 
und ohne Zusatz von Schwefelsiure. Intensive Reduktion von Kaliur 
t rricyanid., sel Spuren von Ammoniak reduziert die Loésung auch Silbe 
nitrat [ Buscaino (9)}. Die Lésung gab noch eine stark positive Ninhyd: 


reaktion. 

leem der Schmiere wurde vorsichtig in einer Platinschale ver 
dampft und verascht. Die sehr geringe Asche war eisenhaltig 

Die Schmiere wurde wieder in | Liter Wasser aufgelést und ver 
sucht, mit bekannten Fallungsmethoden einzelne Gruppen davor 
abzutrennen 


]. Phosphorwoljramsdure. 200 cem der Lésung wurden nach (rudd 
heim mit einer 3°,igen salzsauren Lésung von 3°, Phosphorwolfra: 
siure gefallt. Es entstand ein voluminéser, gelbflockiger Niedersch|! 
der bei Beritihrung mit Luft eine leichte Rosafarbung annahm. Sc} 
wahrend des Absaugens wurde der ganze Niederschlag carminrot. Na 
Zerlegung des Niederschlags mit Barythydrat und Entfernung des tibx 
fliissigen Baryts mit Na,CO, verschwand die Millonsche Reaktion. Na 
Entfernung der iiberfliissigen Saure zeigte das Filtrat ebenfalls keine Mill 
sche Reaktion. Durch Phosphorwolframséure wurde der gesuchte Kory» 
zwar gefallt, dann aber rasch zerstért. 

2. Mercurisuliat. 200 cem der Lésung wurden nach Hopkins-¢ 
mit einer 10°,igen Lésung von Mercurisulfat in 5°,ige Schwefelsau 
gefallt. Auch hier farbte sich der gelblich-flockige Niederschlag sch 
waihrend des Absaugens carminrot. Die Willonsche Reaktion konnte i 
weder im Niederschlag noch im Filtrat wiederfinden. 

3. Silbernitrat. Bei barytalkalischer Reaktion wurde mit einer 5°, ig 
AgN O,-Lésung 200 ccm der Fliissigkeit gefallt. Um den Silberniederschlag 
vor Lichtwirkung zu schiitzen, wurde im Dunkeln filtriert.  Trotzcde 
farbte sich der anfangs weiBbe Niederschlag braun und nach einigen Stunds 


schwarz. Im Filtrat eine schwache Millonsche Reaktion. 
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4. Mercuriacetat. Nach Dakin bei barytalkalischer Reaktion gefallt, 
Niederschlag abgesaugt, Filtrat und Niederschlag mit H,S vom Queck- 
er befreit. Im Filtrat verschwand die Reaktion, die dagegen aus dem 
lerschlag mit voller Intensitét wieder erhalten wurde. Die Lésung 
rde darauf eingeengt und zur Kristallisation gestellt. Da nach mehreren 
faven noch kein Zeichen von Kristallisation sich bemerkbar machte, 

rde die Lésung verdampft und der Riickstand mit 20fachem absoluten 
\ikohol versetzt. Der Riickstand léste sich glatt in Alkohol. Nach vor- 

tigem Verdampfen des Alkohols keine Kristallisationstendenz. Nun 
rde die alkoholische Lésung vollstaéndig verdampft, der Riickstand 
Wasser aufgenommen. Die wasserige Lésung gab mit Ausnahme der 
ihydrinprobe alle oben erwéhnten Reaktionen. 

Hydrolyse. Die aus dem Mercuriacetatniederschlag erhaltene Lésung 
ide mit 40 ccm konzentrierter HCl versetzt und destilliert. Die Lésung 
inde in einigen Minuten, noch vor dem Sieden, dunkelrot. Ungefihr 
lie Halfte der Fliissigkeit wurde abdestilliert und das Destillat auf Phenol 
vepriuft. Es gab die schénsten Phenolreaktionen (Millon, Brom, Eisen- 
hlorid, Folin-Denis). Das Destillat wurde dann zuerst bei saurer Reaktion 

it Ather ausgeschiittelt. Die Atherlésung mit 20°,iger Na,CO,-Lésung 

isgezogen und der Ather abdestilliert. Die gelben, éligen Tropfen im 
Riickstand rochen stark nach Phenol; in Wasser aufgelést, gab die Lésung 
ile Phenolreaktionen. 


a. 


“> 


In meiner kurzen Mitteilung habe ich erwahnt, daB die Millonsche 
Reaktion gebende Substanz zu den Harnbestandteilen gehért, die 
on Tierkohle glatt adsorbiert werden, aber mit den gewdéhnlichen 
Mitteln verdiinnte Sauren, destilliertes Wasser, Alkohol der 
Kohle nicht entzogen werden kénnen. Wiederholte Versuche haben 
nun ergeben, dai} sie mit Aceton leicht auch quantitativ aus der Kohle 
wieder erhalten werden kann, zusammen mit Pigmenten und anderen 
alsorbierten Koérpern. Diese Eigenschaft wurde benutzt, den Steff 
von anderen Verbindungen, hauptsachlich von Harnsalzen zu befreien 
ind so einer vereinfachten Verarbeitung zuganglich zu machen. Zwei 
Liter filtrierten Harns wurden in einem groBen Erlenmeyerkolben ge 
sammelt, mit 100g Blutkohle Merck versetzt und 5 Minuten lang 
geschiittelt. Nach 4 Stunden wurde filtriert, die Kohle mit destilliertem 
Wasser gewaschen. Die noch feuchte Kohle wurde mit dem Filter 
zusammen in einem anderen Erlenmeyerkolben nach Zusatz von | Liter 
\ceton stark geschiittelt. Nach Absetzen der Kohle das Aceton ab- 
gegossen und nach Zusatz von 500cem Aceton wieder geschiittelt 
Nach einer dritten Extraktion blieb die Acetonlésung farblos und der 
Riickstand gab keine Millonsche Reaktion. Die Acetonextrakte wurden 
vereint, filtriert, abdestilliert und der Riickstand in 500 ccm Wasser 
aufgenommen. Auf den so vorbereiteten Extrakt wurde nun das 
Fraktionierungsverfahren von Weiss angewandt. Nach Ansauerung 
mit Essigsiiure wurde mit leichtem Uberschu8 von neutralem Blei- 
wetat gefillt, dann bei natronalkalischer Reaktion wieder gefallt 


Biochemische Zeitschrift Band 204. 24 








366 k. Scheiner: 


Keiner der beiden Niederschlige gab die Willonsche Reaktion; 
ging vollstiindig ins Filtrat iiber. Nach Entbleiung des Filtrats \ 
die Flissigkeit verdampft und der Riickstand in 500 cem Aceton 
genommen. Dabei fiel eine voluminése, schmierige, braungelbe MI 
aus, wihrend die Millonsche Reaktion gebende Substanz in Li 
ging. Das Aceton wurde abdestilliert und der Riickstand wiede: 
Aceton aufgenommen. Diesmal wurde das Aceton bis zur beginne: 
Triibung verdampft. Die warme, triibe Acetonlésung wurde in « 
Kristallisator gegossen. Bald erschienen schéne, etwas gelblich gefi 
Nadeln, die mit gewéhnlichen Mitteln von der Mutterlauge nicht 
trennt werden konnten, da sie A4uberst hygroskopisch waren und wahr 
des Filtrierens zerflossen. Anstatt durch Filtrieren wurde die Trenn 
durch Zentrifugieren erreicht. Nach dreimaliger Umkristallisation 
Aceton, wobei die Kristalle ihre gelbe Farbung behielten, wurd 
kleine Kristallmasse im Exsikkator iiber Schwefelsiure aufbewa! 
Die Masse wog nach 2 Wochen 0.7665 g. Das Trocknen und Wiig 
der Substanz war auberst schwierig., weil sie auch bei gewéhnli 
Temperatur zu zerflieben begann. Eine vollstandige Auflésung erfolyt 
bei 40°, Siedepunkt 70°. An Elementaranalyse war nicht zu denke: 
mit dem kleinen zur Verfiigung stehenden Material und bei unsere: 


Laboratoriumsverhiltnissen. Die Asche von 0,1 g der Substanz enthieclt 


kein Eisen. Die Lassaigne-Probe war positiv. 

Léslichkeit. Die Substanz war sehr leicht léslich in kaltem un 
heiBem Wasser, ebenso leicht léslich in 95 °,igem Alkohol, etwas schwere: 
in absolutem Alkohol und in Aceton. Wahrend bei vorsichtigem Ver 
dampfen des Acetons Kristallisation erfolgte, ist es mir nicht gelungen 
die Substanz aus Alkohol kristallinisch zu gewinnen. Die Substam 
war in Ather, Benzol, Petrolaither unléslich, leicht léslich in Essig- un 
Oxalsaure. Anorganische Sauren (H Cl, H,S0O,), auch verdiinnt, listen sir 
die Lésung wurde aber bald rosenrot, zum Zeichen der Zerstérung der 
Substanz. In Alkalien war sie leicht und ohne Verinderung loslic! 

Reaktion. Die Reaktion der wiisserigen Lisung der Substanz war 
lackmussauer. Die Formoltitrierung nach Sdérensen lie} keine Amino 
gruppen erkennen. 

Zur Priifung der Farbreaktionen der Substanz wurden genau 0.5 g 
abgewogen und in 50cem Wasser geléist. Diese 1° .ige Lésung gab 
folgende Reaktionen : 


Phenolreaktionen. Eine Probe mit einigen Tropfen einer 10°, ig« 
Mercurisulfatlésung, darauf mit zwei Tropfen einer 0,5°,igen Natriun 
nitritlbsung versetzt und erwarmt, gab nach Erhitzen eine rote Farbun: 
der Fliissigkeit. Nach einigen Minuten entstand ein lebhaft ziegelrot: 
Niederschlag, und die Fliissigkeit dariiber war entfarbt. Auch ohne Er- 
wirmen entstand nach einigen Stunden ein Niederschlag von derselb: 
Farbenintensitat. 
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Mit Bromwasser entstand kem Niederschlag. 

Mit verdiinntem Eisenchlorid keine Farbreaktion. 

Mit Folin-Denisschem Reagens bei sodaalkalischer Reaktion entstand 
ie allmahlich einsetzende Blaufairbung, die ihre gréBte Intensitaét nac} 
wa 1 Stunde erreichte. 

Joi Anstellung der Xanthoproteinprobe erhielt ich nach dem Uber 
<alisieren mit NaOH eine dunkelrote Farbung. 

Kondensationsreaktionen. Mit Ehrlichschem Reagens entstand zunachst 
ine Farbung. Nach einer halben Stunde farbte sich die Fliissigkeit all 
ihlich rosenrot ; diese Farbung wurde nach einigen Stunden noch dunkler 

Der rote Farbstoff lieB sich mit Ather., Chloroform, Benzol ausziehen Dik 
sung zeigte alsdann unabhangig von dem Lésungsmittel eine allgemeine 
Verdunkelung des Spektrums von F an mit groéGter Intensitét im Griin 

Den Kondensationsfarbstoff erhielt ich in wenigen Sekunden, als ich 
lie Probe nach Zusatz der p-Dimethylaminobenzaldehydlésung erhitzte 
Der Farbstoff ging nach dem Erhitzen nicht mehr in Chloroform iiber, 
vohl aber in Ather und Benzol. Aus der roten Lésung lie® sich der Farbst oft 
mit Alkalien kristallinisch in Form von granatroten Blattern abscheiden. 
Die Eigenschaften dieser Kristalle (spektroskopisches Verhalten, Léslich 
keit, Tinktionsfahigkeit ) wiesen auf eine Identitét mit dem von Hari (10) 
1921 dargestellten roten Kondensationsfarbstoff des normalen Harns 

Durch Sduren dargestellte Farbstoffe. Mit konzentrierten, anorganischen 
Sauren entstanden ebenfalls rote Farbstoffe, die in Ather iibergingen und 
sich nicht kristallisieren lieBen. Die Farbstoffe entstanden nach einigem 
Stehen auch kalt, sofort nach Erhitzen. Als ich verdiinnte Saéauren und ein 
Oxydationsmittel verwandte (H,O,, FeCl,), entstanden bei vorsichtigem 
Erwiirmen violette Farbstoffe, die sich mit allen organischen Lésungs 

\itteln ausziehen lieBen. Unabhangig von den verwandten Lésungsmitteln 
zeigte der Farbstoff im Spektroskop einen Absorptionsstreifen, welcher 
sich im Orange—Gelb, zwischen C und D befand. Die Benzollésung des 
Farbstoffs ergab eine maximale Intensitaét im D. 

Mit anderen aromatischen Kondensationsmitteln (Vanillin, Salicy! 
ildehyd) erhielt ich ebenfalls rote Farbstoffe, die dasselbe spektroskopische 
Verhalten zeigten, wie der Kondensationsfarbstoff mit dem Hhrlichschen 
Reagens. Der mit Vanillin erzeugte Farbstoff war intensiver als der mit 
Salicylaldehyd erzeugte. 

Reduktionsjahigkeit der wasserigen Lésung des Chromogens. Die wisserige 
Lésung reduzierte auch ohne H,SO,-Zusatz eine Lésung von Kalium 
permanganat, ebenfalls eine Lésung von Kaliumferricyanid. In Gegen 
wart von Ammoniakspuren reduzierte die wisserige Lésung beim Erhitzen 
auch eine Silbernitratlésung unter Bildung eines schwarzen Niederschlags 


Handelt es sich bei den von mir dargestellten Kristallen wirklich 
um eine chemisch reine Substanz’ Eine endgiiltige Antwort auf diese 
Frage kann nur gegeben werden, wenn es gelingt, eine groBere Menge 
der Substanz in einem geeigneteren Laboratorium darzustellen. Immer 
hin stehen einige Tatsachen fest, die ich schon heute hervorheben 
méchte. Wie ich in meinen Versuchen zeigen konnte, gehort die Millon 
sche Reaktion gebende Substanz zu der sogenannten ,,Histidinfraktion 


24" 





368 E. Scheiner: 


des Harns. Wie bekannt, besteht diese Fraktion aus Verbindung 
die chemisch noch wenig erforscht sind. Auf Grund der Pauwlysc} 
Diazoreaktion, die dieser Fraktion eigen ist, vermutete darin Kutsc/ 
die Gegenwart von Verbindungen mit Imidazolkern. Fiirth (11) u 
Weiss (12) schlossen sich dann dieser Auffassung an. Neben der Dia: 
reaktion sprach auch das Verhalten des Chromogens gegeniiber Fallungs 
mitteln fiir eine Analogie mit Histidinderivaten; so die Fallbarkei: 
mit Phosphorwolframsiaure, Mercuriacetat, Mercurisulfat und Silbe: 
nitrat bei barytalkalischer Reaktion. Wir wissen aber, dab die Pau 
sche Diazotierung nicht nur den Imidazolverbindungen, sondern auc! 
simtlichen Phenolderivaten eigen ist; die von manchen Forscher: 
angegebene verschiedene Tonalitaét der beiden Diazofarbstoffe ist 
nicht so ausgesprochen, daB man berechtigt ware, sie voneinander 7 
differenzieren. Meine Versuche zeigen nun, dab trotz der Analogie des 
Verhaltens (Diazoreaktion, Fallbarkeit), diese Histidinfraktion eigentlic! 
eine Phenolfraktion ist. Wahrend der Hydrolyse dieser Fraktion ent 
steht Phenol, welches sich mit Wasserdampf verfliichtigt und aus den 
Destillat einwandfrei dargestellt werden kann. In welcher Bindung der 
Phenolkern in dieser Fraktion enthalten ist, mu} vorlaufig dahingestell 
bleiben. Wahrscheinlich handelt es sich um eine komplexe Athe: 
schwefelsaure. 

Eine zweite Tatsache diirfte ebenso feststehen. Nach Altere: 
Autoren gibt das im Harn an Schwefelsiure gebundene Phenol kein 
Millonsche Reaktion. Diese Behauptung diirfte nur insofern richtig 
sein, als die Gegenwart der Harnsalze das Zustandekommen der Reaktiv: 
verhindert. Sobald diese aber aus dem Harn entfernt werden, wir: 
die Millonsche Reaktion positiv, wenigstens in Harnen, deren Pheno! 
gehalt nicht zu gering ist. Die Millonsche Reaktion kann also imme: 
angewandt werden, um zu entscheiden, ob eine Vermehrung von Pheno! 
verbindungen im Harn vorhanden ist. Dazu ist die kolorimetrisch: 
Bestimmung nach .“olin und Denis nicht geeignet, wie T'isdall kiirzlicl 
nachgewiesen hat (13). Aus den Untersuchungen dieses Forschers geht 
hervor, daB nach Entfernung samtlicher Phenolverbindungen de 
Harn noch immer das Molybdan-Phosphorsaurereagens reduziert. Dir 
dadurch verursachten hoheren Werte bei der Phenolbestimmung fiihr' 
Tisdall auf die Gegenwart bis jetzt noch nicht bekannter Substanze: 
zuriick. 


" 


Einen merkwiirdigen Zusammenhang scheint die Millonscl« 
Reaktion gebende Substanz mit dem von Hdri dargestellten Kon 
densationsfarbstoff mit p-Dimethylaminobenzaldehyd zu haben. Nac! 
diesem Forscher hat das Urobilinogen nichts mit diesem Farbstoff zu 
tun. Wahrend das Urobilinogen, wenn vorhanden, schon mit neutrale: 
Bleiacetat gefallt wird, bleibt das Chromogen, aus dem er seinen Far) 
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ff herstellt, in Lésung. Aus meinen Versuchen geht nun hervor 
1B das Chromogen des Hdrischen Farbstoffs ebenfalls zu der ,, Histidin. 
iktion’* des Harns gehért und mit einer Phenolverbindung identisch 
t. Das Chromogen scheint mir aber nicht immer physiologisch zu 
sein, wie Hari meint, obwohl es ohne Zweifel auch in normalen Ver 
hiltnissen ausgeschieden wird. Dal jeder Harn die Hérische Reaktion 
vibt, ist aus der Tatsache zu erklaren, dab der Farbstoff auch in groben 
Verdiinnungen im normalen Harn durch Alkalien ausfiallt. Bei den 
on mir untersuchten Harnen konnte ich die Hdrischen Kristalle 
manchmal aus 10 ccm eines 100fach verdiinnten Harns darstellen 


Nach einer Mitteilung tiber Urobilinogenurie von Hoesch (14) dient 
als Kriterium dafiir, ob eine durch Ehrlichsches Reagens entstehende 
Rotfarbung durch Urobilinogen bedingt ist, dali der Farbstoff bei 
Zimmertemperatur entsteht, die Rotfarbung allmahlich zunimmt, und 
daB der Farbstoff in Chloroform iibergeht, Das von mir kristallinisch 
dargestellte Chromogen erfiillt alle diese Bedingungen. Der aus diesem 
dargestellte Farbstoff entsteht auch bei gewéhnlicher Temperatur 
die Farbung ist allmihlich zunehmend, und der Farbstoff geht in 
Chloroform tiber. Trotzdem haben diese Kristalle nichts mit Urobilinogen 
zu tun, da der Farbstoff den fiir Urobilinogen charakteristischen Ab 
<orptionsstreifen nicht besitzt. 


Zusammenfassung. 


1. Der Harn von Geisteskranken mit amentiadhnlichen Zustands 
bildern gibt eine stark positive Millonsche Reaktion ohne vorher 
gehende Hydrolyse. Die Reaktion fallt manchmal auch im 100fach 
verdiinnten Harn positiv aus. 

2. Die Versuche, den Millonsche Reaktion gebenden Harnbestand 
teil mittels des Fraktionierungsverfahrens von Weiss zu_ isolieren 
ergaben, dali diese Substanz zu der sogenannten ,,Histidinfraktion 
gehért und im chemischen Verhalten viele Ahnlicnkeit mit Imidazol 
derivaten zeigt [Fallbarkeit mit Phosphorwolframsaure, mit Silber 
nitrat bei barytalkalischer Reaktion, Diazoreaktion (Pauly)} Die 
Hydrolyse mittels HCl dieser Histidinfraktio~ <.gab jedoch einwandfrei 
die Gegenwart des Phenolkerns. 

3. Die Millonsche Reaktion gebende Substanz lie} sich durch 
Kohle adsorbieren und aus derselben mittels Aceton quantitativ wieder. 
gewinnen. Nach Reinigung des Acetonextrakts konnte die Reaktion 
gebende Verbindung in Form von schénen Nadeln kristallinisch er 
halten werden. Die hygroskopischen Nadeln hatten einen Schmelz 
punkt von 40° und Siedepunkt von 70°. Die Substanz hinterlie wenig 


Asche, die keine Eisenreaktion gab. 
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4. Eine wisserige Lésung der Kristalle gab auBer der Millon sc! 
und der Folin-Denisschen Phenolreaktion sehr schéne Reaktionen 
aromatischen Aldehyden. Der rote Farbstoff mit Hhrlichschem Reag: 
konnte mit Alkalien kristallinisch abgetrennt werden. Auf Grund 
Léslichkeit, des spektroskopischen Verhaltens, der Tinktionsfahigke:t 
wird die Vermutung ausgesprochen, da} das isolierte Chromogen . 
Muttersubstanz des mit dem Reagens von P. Ehrlich und von Hari a 
normalen Harnen isolierten Farbstoffs sei. Da die wiisserige Lésu 
der Kristalle sonst weder Indol-, noch Skatolreaktionen gab, so schei 
die Hdrische Reaktion im Harn durch die Gegenwart von Phen 


verbindungen bedingt. l 
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Vitaminwirkung und Oberflichenaktivitat. 


I. Mitteilung: 


Die Anwendung oberflichenaktiver vitaminfreier Stoffe bei der Avitaminose 
der Meerschweinchen. 


Von 
N. E. Schepilewskaja. 


(Aus dem experimentellen Institut fiir Ernahrungsphysiologie ° 
des Volksgesundheitskommissariats in Moskau.) 


( Einge gangen am 9. Oktober 1928.) 


Mit 10 Abbildungen im Text. 


Bekanntlich versuchte Hahn (1) die den Symptomkomplex der 
\vitaminose bildenden Erscheinungen sehr eigenartig vom Standpunkt 
der physikalischen Chemie (Kolloidchemie) zu erklaren. Seiner Meinung 
nach soll der Grund dieser Erscheinungen die Stérung der Resorption 
infolge eines Mangels an oberflachenaktiven Stoffen im Chymus sein, 
und er sieht gerade in der Oberflachenaktivitaét der Vitamintrager 
eine Erklarung fiir ihre prophylaktische und therapeutische Wirkung 
bei der Avitaminose. Hahn verneint die Existenz der Vitamine als 
chemisch definierter Substanzen und schlagt vor, den Begriff .. Vitamin” 
durch den Begriff eines gewissen chemisch-physikalischen Zustandes 
der Materie zu ersetzen, den er ,,Vitaminoider Zustand*: nennt, und 
der durch eine hohe Oberflachenaktivitat gekennzeichnet ist. 

Die Hypothese von Hahn fuBt einerseits auf dem Grundgedanken, 
daB den oberflachenaktiven Stoffen eine entscheidende Rolle bei den 
Resorptionsprozessen gehért, und andererseits auf seiner Beobachtung, da 
die Oberflachenaktivitat der Safte und wasserigen Extrakte aus verschiedenen 
Nahrungsmitteln von ihrem Gehalt an den hypothetischen Stoffen, ,,Vita- 
minen“, abhange (2) (3). Einen Hinweis auf die Bedeutung der oberflachen 
iktiven Stoffe fiir die Resorption finden wir schon in der Arbeit von 
Traube, 1904 (4). Buglia und Téréck konnten jedoch die Angaben von 
Traube nicht bestatigen (5) (6). 

Eine Erklarung der Wirkung von oberflichenaktiven Substanzen bei 
der Resorption glaubt Hahn in den Arbeiten von Brinkman und Szent- 
Gyérgyi zu finden, welche festgestellt haben, daB man ein Kollodiumfilter 
fiir Hamoglobinlésungen permeabel machen kann, wenn man es mit ober- 
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flichenaktiven Substanzen bearbeitet hat (7). Harpuders analoger Vers 
durch oberflachenaktive Substanzen die Permeabilitét einer Knor 
scheibe fiir Sulfate, Phosphate und Dextrose zu erhéhen, gab jedoc! 
negatives Resultat (8). Die Ergebnisse von Brinkman und Szent-Gy 
wurden von Hahn bestatigt, indem er fiir die Bearbeitung der Filter 8 
und Extrakte aus Nahrungsmitteln verwendete und nicht nur mit Kollodi 
filtern, sondern auch mit Tiermembranen (pericardium, duodeneum 

dura mater) arbeitete (2). Der Gedanke, die Permeabilitat der Membr: 
durch die Wirkung oberflichenaktiver Substanzen zu erhéhen, liegt « 


ganzen Reihe von Arbeiten zugrunde Laschs und anderer Forsche: 
welche die Frage der Resorptionsverbesserung unter der Wirkung kapi 
aktiver Substanzen Saponine — untersuchten (9) bis (16). 


Die Frage nach dem Zusammenhang der Oberflichenaktivitat 
Saéfte und Extrakte aus Nahrungsmitteln und ihrer Wirkung bei A\ 
minosen ist sehr wenig untersucht worden. In eine gewisse Beziehung 
dieser Frage kénnte man die Arbeit von Haehn und Schifferdecker 
stellen. Diese Autoren suchten irgendwelche Konstanten fiir die Chay 
teristik auf verschiedene Weise bearbeiteter Hefesifte, die Garw 
katalysatoren (allgemein als Vitamine bezeichnet) enthielten, und kan 
zudem SchluB, daB man solche Konstanten eher in den physikalischen als 
den chemischen Eigenschaften der Safte finden kénne. Sie glaubten, sol 
Konstanten in der Wasserstoffionenkonzentration und der Oberflach: 
aktivitét zu finden, welche die Hefesaéfte nach ihrer Untersuchung 
hohen Grade besitzen. 

Nach der Veréffentlichung der Hahnschen Theorie erschien die Arh: 
von Grafe und Magistris, die eine Reihe von Hahns Beobachtungen iiber «i 
Zusammenhang zwischen der Oberflachenaktivitaét der Saéfte und Extra} 
und ihrem Vitamingehalt bestatigen (18). Die Autoren strebten, die Ident it 
der Vitamine mit den Phosphatiden zu beweisen; nach den Arbeiten \ 
Cranner hielten sie als festgestellt, da® die pflanzlichen Phosphatide ei 
positiven Effekt bei der Avitaminosentherapie geben kénnen, und fand: 
daB diese Eigenschaft der Phosphatide parallel mit der Veranderung ihr 
Oberflachenaktivitaét sich andert. Diese Meinung iiber die Beziehung < 
organischen Phosphorverbindungen zu den Vitaminen wurde iibrigen- 
schon friiher von Abderhalden und Schaumann ausgesprochen (19). Kollat 
teilt iiber die Méglichkeit eines Ersatzes des fiir das Wachstum <: 
B-Influenza notwendigen, vitaminahnlichen Faktors V durch pflanzlich: 
nach der Methode von Cranner hergestellte Phosphatide mit (20). Da « 
wiasserigen phosphatidhaltigen Extrakte eine hohe Oberflaichenaktivit 
aufweisen, denkt Kollath, daB Hahn vielleicht eine richtige Erklarung tf 
die Wirkung der Vitamintrager gegeben habe, indem er sie in Zusamme 
hang mit der Kapillaraktivitat stellt. 

Eine weitere Bestaétigung seiner Theorie sucht Hahn sowohl in klinisch« 
Beobachtungen als auch in experimentellen Untersuchungen zu finde: 
Einfach auf Grund einer Krankenanamnese halt er bei zwei Skorbut 
fallen das Unterbrechen des GenieBens von oberflichenaktiven Alkoh: 
getranken und Kaffee fiir ein bewiesenes &tiologisches Moment (2! 


In seiner ersten Mitteilung spricht Hahn von einer ganzen Reily 
Untersuchungen, die in seinem Laboratorium ausgefiihrt wurden und d 
seine Theorie véllig bestaitigten, wobei auch Versuche mit niederen ©) 
ganismen, bei welchen die Resorptionsbedingungen am einfachsten sin 
angestellt wurden (1). In seiner spéteren Arbeit teilt Hahn seine Ver 
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he mit dem Soorpilz ‘mit ; die Resultate zeigten, dali verschiedene obe: 
ichenaktive Stoffe in diesem Falle gleich den natiirlichen Vitamintraigern 
irken, indem sie die Entwicklung des Mycels férdern (22). Hah» 
ilt es fiir méglich, die Ergebnisse dieser Versuche im Sinne der Unter 
whungen von Brinkman und Szent-Gydérqyi zu erkliren; seiner Meinung 
wh erhdéhen die oberflachenaktiven Substanzen die Permeabilitét der 
Zellmembrane und wirken dadurch auf die Resorptionsprozesse ein. Analoge 
\nzeigen tiber die Erhéhung der Permeabilitat der Zellmembranen bei der 
Wirkung oberflichenaktiver Substanzen finden sich auch in den Arbeiten 
nderer Forscher, z. B. von Boas (23), Wolf (24) und Frobisher (25). 


Bei der Untersuchung des Einflusses der physikalischen Eigenschaften 
ler Nahrbéden auf die Entwicklung des Soorpilzes fand auch Krausp« 
hhne die Vitaminfrage zu beriihren), daB die Erniedrigung der Oberflachen 
spannung des Mediums fiir die Entwicklung des Pilzmycels giinstig 
ist (26). Die ersten Untersuchungen iiber die Wirkung oberflachenaktiver 
Substanzen auf die niederen Organismen wurden von Traube ausgefiihrt. 
ler tiberhaupt die Aufmerksamkeit auf die Bedeutung solcher Substanzen 
iir biologische Prozesse gelenkt hat; jedoch kann sowohl diese Frage bis 
etzt noch nicht als gelést betrachtet werden, als auch die nach Hahn 
naheliegende Frage iiber die Rolle der sogenannten Vitamine im Leben der 
Mikroorganismen. 

Seit den Untersuchungen von Larson (1919) werden Arbeiten in diese 
Richtung auch von Bakteriologen unternommen, wobei der gréBte Teil 
ler Forscher glaubt, daB die Erniedrigung der Oberflachenspannung des 
Mediums das Wachstum der Bakterien unterdriicke, und die allerkleinste 
Oberflichenspannung, bei welcher noch Wachstum zu beobachten ist, sei 
fiir einige Bakterien so charakteristisch, da8 dadurch die Méglichkeit einer 
Differenzierung unter verschiedenen Spezien gegeben sei (27) bis (29) 
Einige Autoren verneinen jedoch das Vorhandensein dieser Beziehung und 
vlauben, daB in solchen Versuchen das entscheidende Moment nicht in 
ler Oberflichenaktivitaét liege, sondern von irgendwelchen anderen Eigen 
schaften der zur Erniedrigung der Oberflichenspannung angewendeten 
Substanzen abhange (30) bis (32). 

Wenngleich wir in der Literatur eine ganze Reihe interessanter Angaben 
iber die mit der Hahnschen Theorie zusammenhangenden Fragen finden, 
geben dieselben doch kein ganz einheitliches Bild und kénnen fiir dic 
strenge Begriindung einer Theorie kaum gebraucht werden. 

Da die Hahnsche Theorie im Falle ihrer experimentellen Be 
stiitigung die bisher herrschende Anschauung tiber das Vitaminwesen 
griindlich veriindern wiirde und die Méglichkeit geben kénnte, die 
natiirlichen Vitamintriger durch andere oberflichenaktive Substanzen 
zu ersetzen, wire es interessant, diese Theorie bei den Erscheinungen 
der experimentellen Avitaminose zu priifen. Hahn behauptet, dali 
jedesmal, wenn bei der Avitaminose ein positives Resultat nach der 


Anwendung von Substanzen mit bekannter chemischer Zusammen 
setzung beobachtet wurde, die Forscher mit oberflachenaktiven Stoffen 
zu tun hatten. Bei dieser Sachlage schien es uns interessant zu sein 
die Untersuchung der Frage zu unternehmen, ob bei dem experimen 
tellen Skorbut der Meerschweinchen oberflaichenaktive. aber vitamin 
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freie Substanzen eine prophylaktische und therapeutische Wirku 
haben kénnen. 


Die Versuche wurden an Meerschweinchen meistens vom Gewi 
350 bis 550¢ angestellt. Jedes Meerschweinchen befand sich in ein: 
abgesonderten Kafig, dessen Boden mit Sand, der taglich gewechs 
wurde, bestreut war. Die Meerschweinchen bekamen Hafer und Was 
ad libitum. Die Tiere wurden taglich gewogen, und die Menge des \: 
zehrten Hafers wurde ebenfalls bestimmt. Die Lésungen der zu unt: 
suchenden Substanzen wurden den Meerschweinchen mit Hilfe einer Pipet 
in den Mund eingefiihrt. 

Die Oberflachenspannung der Lésungen wurde mit Hilfe des Traube sc} 
Stalagmometers bestimmt. Es wurden Stalagmometer mit der Tropfenza 
51,8 und 57,2 fiir Wasser bei 15°C angewendet. Der Unterschied bei d: 
einzelnen Bestimmungen war gewdhnlich beim Wasser nicht gréBer 
0,1 Tropfen, und bei den angewendeten Lésungen schwankte die Differe: 
von 0,04 bis zu 0,4 eines Tropfens, nur bei den Lésungen des oleinsaure: 
Natriums gaben die Bestimmungen gréBere Schwankungen, die manchma 
bis zu einem Tropfen und in einigen Fallen sogar bis zu 1,5 Tropfen stiege: 
Fiir alle Fliissigkeiten wurden nicht weniger als drei Messungen ausgefiih: 
fiir die Lésungen des oleinsauren Natriums, im Falle eines groBen Unter 
schieds unter den einzelnen Bestimmungen, stieg ihre Zahl und erreicht: 
manchmal acht bis neun Messungen. 


Die GréBe der relativen Oberflachenspannung wurde nach der Forme 


ZyD 
Z bestimmt, in welcher Z, die Tropfenzahl des Stalagmometers 
“2 


fiir Wasser gibt, Z, die Tropfenzahl desselben Stalagmometers fiir dix 
gepriifte Fliissigkeit und D bezeichnet die Dichte der letzteren. In de: 
Tabelle, in welcher die Resultate dieser Bestimmungen angefiihrt sind 
sind die GréBen der Oberflichenaktivitat der gepriiften Substanzen in 
, Grahams“ angegeben. Nach dem Vorschlag von Hahn wird mit ,,Graham‘ 
eine Kraft bezeichnet, welche die Oberflachenspannung des Lésungsmittels 
auf 1° erniedrigt. Die Oberflachenaktivitét wird nach der Forme! 
ZyD ie 

Gh = ( — ) 100 berechnet. Da die Oberflichenspannung eigentlic! 
dem Trephgowich und nicht der TropfengréBe proportional ist, wurd: 
in die Formel die Dichte der gepriiften Fliissigkeit eingefiihrt, welch: 
anscheinend von Hahn nicht beriicksichtigt wurde. 

Die Ergebnisse der Versuche wurden nach der Lebensdauer de 
Tiere, dem Charakter der Gewichts- und Appetitsabnahme und den 
pathologisch-anatomischen Veranderungen bestimmt. 

Infolge der einseitigen Haferfiitterung zeigten sich bei den Meer- 
schweinchen fiir den Skorbut charakteristische Erscheinungen. Es 
hing von der Appetitsabnahme des Tieres ab, ob das Bild der Erkrankung 
durch Hunger kompliziert wurde. In einigen Fallen weigerten sich die 
Meerschweinchen schon sehr bald, die Nahrung zu verzehren, und kamen 
in der zweiten Woche des Versuches um, wobei bei ihnen gewohnlich 
keine makroskopischen Skorbutveranderungen zu entdecken waren 
Bei einer lingeren Appetitserhaltung konnten die Meerschweinchen 
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oie 


dieser Diait doch nicht mehr als | Monat aushalten. Bei solchen 


geren Versuchen entwickelte sich bei den Versuchstieren ein typisches 
Skorbutbild mit charakteristischen pathologisch-anatomischen Ver- 
derungen, die in einzelnen Fallen verschieden ausgepragt waren 


d makroskopisch im allgemeinen folgendes Bild zeigten: es wurden 
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Abb. 1 


ben sind die Gewichtskurven der Meerschweinchen gezeichnet, unten die Kurven des verzehrten 


Haters. Mit Pfeilen iyt die Zeit der Phenolphthaleinzugabe bezeichnet. Die einem jeden Tiere 


entsprechenden Gewichts- und Nahrungskurven sind in dieser und auch in allen folgenden Ab- 
bildungen auf ein und dieselbe Weise gezeichnet 
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Hamorrhagien beobachtet, am meisten in der Unterhaut lokalisi 
auf der inneren Oberfliche des Brustkastens und in den Musk« 
in einigen Fallen hatten Hamorrhagien auch in den Wanden des \ 
dauungstraktus Platz, besonders oft in dem Duodenum; auf der Gre 
des Knochen- und Knorpelteils der Rippen wurden nicht selten A 
treibungen beobachtet; manchmal zeigte sich eine Briichigkeit 
Knochen; die Mahlzihne des unteren Kiefers und in einigen Fai! 
des oberen wackelten und konnten entweder leicht aus den Alve: : 
mit Hilfe einer Pinzette herausextrahiert oder abgebrochen werd: 
manchmal wurden Entziindungen in den Lungen beobachtet 

In der ersten Versuchsserie, die als Kontrolle fiir die folgend: 
dienen sollte, bekamen die Meerschweinchen gar keine Zugabe zu «i 
Grundnahrung. Die den drei Meerschweinchen aus dieser Serie e 
sprechenden Kurven sind auf der linken Seite der Abb. 1 gegeben 

Die Kurven wiederholen die Resultate, die wir schon friiher 
gleichen Versuchen beobachtet haben, und geben eine Vorstellung 
iiber die Individualitét der Meerschweinchen in bezug auf einseitigy 
Nahrung, wodurch ein steiles oder allmahliches Sinken der Kurv: 
bedingt ist. Die Kurven der rechten Seite der Abbildung bezieh: 
sich auf Versuche mit drei Meerschweinchen, die Phenophthalein nu 
in den letzten Tagen des Versuches bekommen haben. Diese Kurve: 
zeigen, dab ein Aufhalten in der Gewichtsabnahme des Tieres und sogar 
eine temporare Zunahme des Gewichts wahrend des Versuches auc! 
ohne Anwendung von therapeutischen Mitteln beobachtet werden kam 

In den folgenden Versuchen bekamen die Meerschweinchen Lésunge: 
verschiedener Substanzen, deren Oberflichenaktivitait in der folgende: 
Tabelle angegeben ist 


Tabelle der Oberflachenaktivitaét der angewendeten Substanzen 








ann Onkivitat Léeungen Oakeivitat 
Phenolphthalein, etwa 0.3% 49,62 T-ra chinae, etwa 2,5% 46,59 
Alkohol, etwa 274%. . . 50,33 Natr. olein, 0,015% . . 5,64 
MgS0,, 10% .. —O091 : , OoOO% .. 14,10 
MgSO, 2% ....- 0,29 " os 005 % .. 29 93 
Alkohol, etwa 10% 29,74 


Bei der Anwendung dieser Substanzen wurde mit den Laxantie: 
angefangen, weil sie nach den in der Literatur befindlichen Angaben 
iiber ihre Anwendung bei der experimentellen Avitaminose ein b 
sonderes Interesse bieten. 


McCollum und Pitz versuchten die Atiologie des Skorbuts mit de: 

= . . . * + 
Stérung der Peristaltik und der bei Tieren manchmal beobachteten Uber 
fiillung des Darmes in Zusammenhang zu bringen. Sie fanden, da8 laxierend: 
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Vitaminwirkung und Oberflachenaktivitat. 
rbindungen, wie Phenolphthalein und Mineralél, einen positiven Effekt 
m Skorbut geben kénnen. Doch wurden diese Ergebnisse von anderen 

\utoren nicht bestatigt (33). Bei den Versuchen von Abderhalden und 
mpé gab Ricinus6él bei der Avitaminose der Tauben und eines Schweines 
positives Resultat; MgSO, gab keine Wirkung (34). Die spéteren 
rsuche von Abderhalden und Ewald zeigten, daB Ricinusél das Leben der 
‘auben gewoéhnlich verlingert, aber die Avitaminosesymptome nur in 
nzelnen Fallen nachlassen (35). Nach der Meinung dieser Forscher mu 
man sich zu diesen Resultaten vorsichtig verhalten, da man eine Zustands- 
esserung kranker Tiere manchmal auch ohne therapeutische Einwirkung 
beobachten kann. Hahn erklart den Widerspruch dieser Resultate durch 
erschiedene Oberflichenaktivitat der angewendeten therapeutischen Mittel 
ind teilt mit, daB es ihm gelungen sei, mit oberflichenaktiven Laxantien 


os a 


sitive Resultate zu erreichen (1). 

Diesen Literaturangaben gema} haben wir uns entschlossen, die 
Losungen zweier laxierender Mittel anzuwenden: die Phenolphthalein- 
losung, die eine niedrige Oberflachenspannung besitzt, und eine Mg 8S Q,- 
Losung, deren Oberflachenspannung hoéher als 1 ist 

Eine alkoholische Phenolphthaleinlésung wurde mit destilliertem 


Wasser so weit verdiinnt, daB das Phenolphthalein noch in Lésung blieb. 
Dazu wurden zu einem Teile einer 1°,igen Phenolphthaleinlésung = in 


96°igem Alkohol 2.5 Teile Wasser zugegeben (etwa 0,3°, Phenol- 
phthaleinlésung in 27,4°, Alkohol). Aber beim Erkalten = solcher 


Lésung fiel ein Niederschlag aus, so daB man gezwungen war, die Bestimmung 
der Oberflichenspannung in einer ex tempore bereiteten, nicht vdllig 
erkalteten Lésung vorzunehmen; deshalb kann man diese Bestimmungen 
nicht als ganz exakt gelten lassen. Wenn man die Resultate dieser Be- 
stimmungen mit den bei der Bestimmung der Oberflachenspannung von 
Alkohol in derselben Verdiinnung (1 Teil 96°,igen Alkohols, 2,5 Teile 
destillierten Wassers) erhaltenen Resultaten vergleicht, so wird es klar, daB 
der Zusatz von Phenolphthalein die Oberflachenspannung des Alkohols 
nicht merklich verandert. Das bestatigte sich auch bei der Bestimmung der 
Oberflichenspannung eines 96°,igen Alkohols und einer 1°,igen Phenol- 
phthaleinlésung in demselben Alkohol; die Tropfenzahl fiir den Alkohol 
betrug 141,4; fiir die 1°,ige Phenolphthaleinlésung 141,6. 

Die Phenolphthaleinlésung wurde den Meerschweinchen in solcher 
Menge gegeben, da® sie etwa 0,005 oder 0,01 g Phenolphthalein bekamen, 
wobei die Meerschweinchen Nr. 22, 23 und 25 (Abb. 1), 21, 34 und 37 
(Abb. 2) 0,005 g Phenolphthalein taglich bekamen; das Meerschweinchen 
Nr. 27 erhielt am fiinften Tage des Versuchs 0,005 g Phenolphthalein, 
und am siebenten und neunten Tage 0,01 g. Die Meerschweinchen Nr. 32 
ind 33 bekamen Phenolphthalein alle 2 Tage einmal: das erste 0,005 g, 
das zweite 0,01 g. 


Das Phenolphthalein wurde den Meerschweinchen in derjenigen 


Periode des Versuches gegeben, als bei ihnen das Vorhandensein einer 
Darmstérung (UnregelmaBigkeit in der Entleerung des Kotes und 
seiner Beschaffenheit) zu vermuten war. Wie die Abb. 1 zeigt, war 
in den Fiillen, wo diese Beobachtung mit den letzten Tagen des Ver 
suches zusammenfallt, die Anwendung von Phenolphthalein resultatlos 
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Die Anwendung des Phenolphthaleins in friiheren Versuchsst: 
rief auch keine Wirkung hervor, wie es die Kurven der Abb. 2 z« 
Nur bei dem Versuche mit dem Meerschweinchen Nr. 2] zeigt 


einige Tage nach der Phenolphthaleinzugabe eine gewisse App 
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Abb. 2. 


Oben die Gewichtskurven der Meerschweinchen, unten die Kurven des verzehrten Hafers 
Die Pfeile bezeichnen die Zeit der Phenolphthaleinzugabe. 


erhéhung bei dem Tiere; diese einzelne Beobachtung kann aber el: 
als ein zufalliges Zusammentreffen erklart werden. 


MgSO, wurde in einigen Fallen in der Anfangsperiode des Ver 
suches gegeben und manchmal in einem spiiteren Stadium, als ma 
schon meistens das Vorhandensein einer Darmstérung vermuten konnt: 
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In den Versuchen, deren Resultate auf der 


Abb. 3 ange he n sind, 
kamen die Meerschweinchen eine 10° 


ige MgSO,-Lésung. Die Meer 
weinchen Nr. 15 und 18 bekamen alle 2 Tags 
14 dieselbe Menge alle 3 Tage: 


, lich 2cem; nach allen 2 Tagen 


2cem dieser Lésung 
das Meerschweinchen Nr. 19 
wurde die Zugabe fiir einen Tag 


bekam 


unter- 
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Abb. 3. 
Oben die Gewichtskurven der Meerschweinchen, unten die Kurven des verzebrten Hafers 
Die Pfeile bezeichnen die Zeit der MgSO,-Zugabe 


orveriode 7 Y 6 7 Lb 


i brochen. Nr. 12 bekam taglich 3 ecm, wobei nach je 2 Tagen die Zugalh« 
fiir 2 Tage unterbrochen wurde; das Meerschweinchen Nr. 17 bekam alk 
3 Tage 4ccm; Nr. 20 bekam am 5. Tage des Versuchs 4ccm. am 4%. 

T und 13. Tage 5 ccm. 

al 


Bei der Sektion der Meerschweinchen, die 4 und 5 cem 10° iger Mg S¢ ), 


Lésung bekamen, im schwachen Grade bei dem Meerschweinchen,. das 3 cem 
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bekam und in einem Falle auch bei einem Meerschweinchen (Nr. 15), wel 


2cem bekam, wurde eine 
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Abb. 4 
Oben die Gewichtskurven 
d Meerschweinchen, unten 
die Kurven des verzehrten 
Hafers und des ausge 
trunkenen 10°/,igen Al- 
kohols in ccm 


Darmentziindung festgestellt. Eine 6: 
groBe Dosis war ganzlich unanwendbar, 
sie einen blutigen Durchfall hervorrief. 


Die Abb. 3. in welcher die zu dies 
Versuchen gehérigen Kurven gegeben si) 
zeigt, daB die Resultate dieser Versu 
nicht die Grenzen der gewéhnlichen 
dividuellen Schwankungen bei der Haf 
diat tiberschreiten. 


Die Anwendung von MgSO, ein 
schwacheren Konzentration (l0cem 2°.i 
Mg SOQ,). einmal iiber einen Tag, ein ander 
Mal alle 3 Tage gegeben, blieb auch vi 
erfolglos. 


In den folgenden Versuchen wur« 
Alkohol angewendet, dessen Priifung « 
Interesse hatte, weil Hahn Ofters auf di 
antiskorbutischen Eigenschaften der A 
koholgetranke hinweist (1) (21) (22). 


Der Alkohol wurde den Meerschweinch« 
taglich vom Versuchsanfang an in eine 
10% igen Lésung gegeben, und zwar so, da 
die Tiere von 0,5 bis zu 4ccm absolute 
Alkohols pro Kilogramm des Anfang 
gewichtes bekamen. Wenn die Anfangsdos 
nicht mehr als 2ccm absoluten Alkoh: 
pro Kilogramm des Gewichts betrug, wurc: 
seine Menge wahrend des Versuchs manchm: 
erhéht. 


Die Meerschweinchen tranken den Alkoh: 
auBerst ungern. Besonders schwer war es 
den Alkohol gegen das Versuchsende ei: 
zufiihren, deshalb war man gezwungen, sein: 
Quantitat in den letzten Tagen des Versuc} 
manchmal zu erniedrigen. Nach der Ei 
nahme des Alkohols konnte man oft bei de: 
Tieren eine Stérung in der Koordination de 
Bewegungen beobachten, manchmal soga 
schon bei einer Dosis von 1 ccm absolute: 
Alkohols pro Kilogramm des Gewichts. Di 
Erscheinungen der Betrunkenheit wurde: 


in allen Versuchen mit Dosen von 3 und 4cecm absoluten Alkohols pr 
Kilogramm des Gewichts beobachtet, wobei oft ein tiefer Schlaf eintrat. 


Die zu diesen Versuchen gehérigen Kurven sind in den Abb. 4 und ° 
gegeben und zeigen, dafB man auch hier keine positive Wirkung de 
angewendeten Substanz bemerken kann. 
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AuBer bei diesen Versuchen wurde in zwei Fallen Alkohol in denselben 
ngen und in derselben Konzentration, wie in den Versuchen mit Phenol 
thalein (1 Teil 96 grid. Alkohols, 2,5 Teile destillierten Wassers) an 
wendet, aber auch resultatlos 
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Abb. 5. 
Oben die Gewichtskurven der Meerschweinchen, unten die Kurven des verzehrten Hafers und 
des ausgetrunkenen 10°/, igen Alkohols in ccm. 
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In der folgenden Versuchsreihe wurde T-ra chinae angewen 
Hahn gibt in seinen Mitteilungen keine Angaben iiber die Anwend) 
dieser Substanz beim Fehlen des Faktors C, aber er teilt tiber posit 
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Ergebnisse bei der Anwendung von Chinin beim Mangel des Faktors # 
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Abb. 6. 
Oben die Gewichtskurven der Meerschweinchen, unten die Kurven des verzehrten Hafers 
Nr. 49 und 54 bekamen tiglich 2ccm einer Lésung von T>ra chinae, Nr. 55 4ccm 
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it. Es soll ihm namlich gelungen sein, die vorliufigen Angaben von 
Cooper tiiber die Wirkung des Chinins bei dem experimentellen Beriberi 
bestatigen, obgleich Cooper selbst in seinen spiteren Arbeiten diese 


Behauptung zuriickgenommen hat. 


vollen diese Versuche erwahnen, 
da nach der Hahnschen Theorie 
die schmerzhaften Stérungen in 
beiden Fallen von einer und der- 


selben Ursache hervorgerufen 
werden. 
Um das Dosieren des ange- 


wendeten Praparats bequemer zu 
achen, wurde die T-ra chinae fol- 
venderweise verdiinnt: T-ra chinae 
2.5, 96° spir. vini 22,5, Aqua dest. 
| 100,0 (etwa 2,5°%,ige Lésung von 
-ra chinae in 22% Alkohol). 

Die Meerschweinchen bekamen 
lie Lésung taglich vom Versuchs- 
unfang, und zwar alle Meerschwein 
hen zweimal taglich je lcem Lé- 
sung, mit Ausnahme des Meer- 
schweinchens Nr. 55, welches eine 
loppelte Menge bekam. 


Die Ergebnisse dieser Ver- 
suche, die in der Abb. 6 angegeben 
sind, sind mit den Ergebnissen 
der vorigen Versuche identisch 
d. h. resultatlos 

In der letzten Versuchsreihe 
wurde die Wirkung des oleinsauren 
Natriums gepriift. Es scheint 
diese Substanz mit der 
Therapie des 
aber in 


schwer, 
Prophylaktik und 
Skorbuts zu verbinden, 
Hahns Mitteilung findet sich eine 
Angabe, daB in der russischen 
Tundra Seife als das beste anti- 
skorbutische Mittel gilt (22). 

Das oleinsaure Natrium, welches 
sogar in den schwichsten Konzen- 
trationen eine merkliche Oberflachen- 
aktivitét zeigt, wurde den Meer- 
schweinchen vom Versuchsanfang 
taglich gegeben. In den ersten Ver- 


Wie dem auch sein mag, wir 
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Abb, 7 


Oben die Gewichtskurven der Meer 
schweinchen, unten die Kurven des ver- 
zehrten Haters. Die Meerschweinchen 
Nr. 101 und 102 bekamen tiaglich 2 com 
einer 0,015°), igen Lésung von Natr 
vlein., die Mecrschweinchen Nr. 105 

und 106 15ccm. 

oF * 
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suchen mit einer 0,015°% igen Lésung wurden Dosen von 2,5 oder 15 
angewendet; da man aber keinen besonderen Unterschied in ihren Wirku: 
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Abb. 8. 


Oben die Gewichtskurven der Meerschweinchen, unten die Kurven des verzebrten Hafers 
Die Meerschweinchen bekamen tiglich 5ccm einer 0,015°/,igen Lésung von Natr. olein 


bemerken konnte, so wurde in allen folgenden Versuchen, sowohl mit der 
selben als auch mit héheren Konzentrationen, nur mit einer Dosis von 5 ccm 
gearbeitet. 
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Aus den Abb. 7 und 8 kann man ersehen, dal} bei der Anwendung 
ier 0,015 °.,igen Lésung von oleinsaurem Natron keines der Meerschwein- 
chen langer als | Monat lebte, aber eine dauernde Appetiterhaltung und 
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Abb. 9 
Oben die Gewichtskurven der Meerschweinchen, unten die Kurven des verzebrten Haters 


Die Meerschweinchen bekamen tiglich 5ccm einer 0,03°/gigen Lésung von Natr. oleir 


eine stark ausgepragte Verzégerung der Gewichtsabnahme, die in den 
vorigen Versuchen nur einzeln vorkamen, werden hier sehr haufig 

Im Zusammenhang mit der bedeutenden Versuchsdauer wurde 
bei der Sektion in dieser Versuchsreihe die grébte Zahl von 
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Tieren mit stark ausgeprigten skorbutischen Veranderungen a 
gefunden. 

Die in der Abb. 9 gegebenen Kurven, die sich auf Versuche n 
5 ccm 0,03°,,igem Natrium oleinicum beziehen, zeigen, da hier vic! 
seltener eine Verzégerung der Gewichtsabnahme des Tieres vorkom: 
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Abb. 10. 


Oben die Gewichtskurven der Meerschweinchen, unten die Kurven des verzebrten Hafers 
Die Meerschweinchen bekamen taglich 5ccm einer 0,05°/oigen Lésung von Natr olein 


Endlich kann das negative Resultat der Versuche mit der An- 
wendung einer 0,05 °,igen Lésung von Natrium oleinicum, wie dies die 
Abb. 10 zeigt, keinen Zweifel hervorrufen. 
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Nach den Resultaten der Anwendung einer 0,015°,igen Lésung 
yon oleinsaurem Natrium kann man annehmen, da diese Substanz, 
obgleich sie keine antiskorbutische Wirkung besitzt, nichtsdestoweniger 
fihig ist, ein gewisses Aufhalten der Gewichtsabnahme des Tieres 
auszutiben. Jedoch kann man auch dieses Resultat als eine zufillige 
Erscheinung ansehen, die durch individuelles Verhalten der Meer- 
schweinchen zu der einseitigen Nahrung hervorgerufen wird. 

Wenn man annimmt, da8 in den Versuchen mit der 0,015 % igen Lésung 
von oleinsaurem Natrium sich ein positiver Effekt zeigt, und da8 eine Er- 
hohung der Lésungskonzentration zum Verschwinden dieses Effekts fiihrt, 
so kann man eine gewisse Analogie zwischen den Resultaten dieser Versuche 
md denjenigen von Frobisher vermuten, der gefunden hat, daB das olein- 
saure Natrium, in gewissen Konzentrationen, das Eindringen von des- 
infizierenden Stoffen in eine Bakterienzelle erleichtert; starkere Lésungen 
hindern jedoch die Wirkung dieser Stoffe, weil sich dabei Héutchen auf 
der Zellenoberflache bilden (25). 

Auf diese Weise gab die Anwendung von Substanzen mit einer 
betrachtlichen Oberflachenaktivitat in den Versuchen mit Meer- 
schweinchen ein negatives Resultat. Wenn bei der Betrachtung der 
Versuchsergebnisse mit einer 0,015°,igen Lésung von oleinsaurem 
Natrium die Vermutung entstehen kénnte, daB ein gewisser positiver 
Effekt vorhanden ist, so muB man bemerken, da aus allen an- 
gewendeten Lésungen von oberflichenaktiven Substanzen gerade 
diese Légsung die gréBte Oberflachenspannung besitzt. 

Bei der Untersuchung der Wirkung der Oberflachenaktivitat 
dieser Substanzen ist es notwendig, mit der Méglichkeit ihrer spezifischen 
Wirkung auf den Organismus zu rechnen. 

Hahn, der den Gedanken iiber die Méglichkeit einer positiven 
Wirkung der oberflichenaktiven Substanzen bei der Avitaminose 
geduBert hat, weist in seiner spiteren Mitteilung darauf hin, dai der 
positive Effekt, welchen natiirliche Vitamintrager ausiiben, bei der 
Anwendung anderer oberflachenaktiver Substanzen nicht in demselben 
Grade zu erreichen sei, da die positive Wirkung, die sie ihrer Ober- 
flichenaktivitaét wegen hervorrufen, durch ihre giftige Wirkung auf 
den Organismus abgeschwicht werde (22). 

Infolgedessen ]4Bt das negative Resultat dieser unserer Versuche 
noch keine bestimmte Schluffolgerung in bezug auf die Giiltigkeit 
der Vitaminwirkungstheorie von Hahn zu und fordert eine weitere 
Untersuchung unter Anwendung der natiirlichen Vitamintrager, 
wortiber in der nichsten Mitteilung zu berichten ist. 


Zusammenfassung. 
1. Die Anwendung von Phenolphthalein, MgSO,, Alkohol und 
T-ra chinae bei dem experimentellen Skorbut der Meerschweinchen 
wirkt weder prophylaktisch noch therapeutisch. 
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2. Auf Grund der Versuche mit einer 0,015 
oleinsaurem Natrium kénnte man vermuten, daB diese Substanz, obg|: 
sie keine antiskorbutische Wirkung besitzt, dennoch eine gewisse \ 
zogerung der Gewichtsabnahme des Tieres bedingt. 

3. Héhere Konzentrationen des oleinsauren Natriums (0,03 u 
0,05°,,) gaben einen negativen Effekt. 

4. Die Resultate der Versuche mit Anwendung der fiir den Orga 
nismus fremden Substanzen sind nicht geniigend zur Entscheidung 
der Frage nach der Giiltigkeit der Hypothese von Hahn 


»igen Lésung 


Ich danke Herrn Prof. M. N. Schaternikoff fiir die Leitung dieser Arbeit 
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Zur Methodik der Katalasebestimmung im Gerstenmalz. I. 


Von 


M. 0. Charmandarian. 


\us dem anorganisch-chemischen Laboratorium des landwirtschaftlichen 
Forschungsinstituts in Charkow.) 


(Eingegangen am 11. Oktober 1928.) 


Die Biochemie verfiigt iiber verschiedenartige Methoden det 
Katalasebestimmung in Samenkérnern 


Am einfachsten erscheint darunter das keiner besonderen Apparatur 
benétigende und von zahlreichen Autoren (Senter, Euler, Bach u. a.) ar 
gewandte Verfahren, welches darin besteht, daB ein gewisses Quantum 
feingemahlener und gesiebter Samenkérner oder Keimlinge mit einer 
entsprechenden Quantitaét Wasser tibergossen wird, worauf man das 
Gemisch einige Stunden bei Zimmertemperatur stehen und dann durch 
ein Trockenfilter passieren ]48t. Dem klaren Filtrat entnimmt man einé 
gewisse Menge Fliissigkeit, versetzt diese mit einer gleichen Menge Wasser, 
gibt 3 bis 5cem einer 1°,igen Lésung von Wasserstoffsuperoxyd hinzu 
und l46t die Mischung 30 Minuten bei Zimmertemperatur stehen. Nach 
Ablauf der angegebenen Frist setzt man der Fliissigkeit 3ccem 10°/igen 
H,SO, zu und titriert sie vermittelst n/10 Lésung von KMnQ, bis zu 
konstanter Rosafarbung. Gleichzeitig wird auch ein Kontrollversuch 
angesetzt mit entsprechendem, inaktiviertem Extrakt und unter gleichen 
Versuchsbedingungen. Die Inaktivierung wird durch 5 Minuten andauerndes 
Erwirmen im siedenden Wasserbad ausgefiihrt. Die Differenz in der 
Permanganatmenge, die bei der Titrierung des Kontroll- und des Haupt 
versuchs verbraucht wird, ergibt den Katalasegehalt der untersuchten 


Probe. i 

Die Arbeiten zur Erforschung der Eigenschaften der Gerstenkatalase 
erforderten die Feststellung, inwieweit die bestehende Methode ein 
genaues Urteil betreffs der relativen Katalasemenge zulaBt und wieweit 
sie als einwandfrei zu betrachten ist. Zu diesem Behuf wurden zunachst 
Versuche angestellt, welche klarlegen sollten, ob eine langwahrende 
etwa vierstiindige Extrahierung notwendig sei, ob sie nicht vielmehr 
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schidlich auf die Katalase einwirke, indem sie diese zerstért, und 
man bei derartigen Bestimmungen anstatt des Extrakts nicht einfa 
das gemahlene Korn selbst zum Ausgangspunkt nehmen kénnte. Das 
Ausgangsprodukt unserer Versuche bildete das Trockenmalz der Bi: 
brauereien oder das lufttrockene, im Laboratorium durch Ankeiny 
der Gerste gewonnene Malz. Jede Malzprobe wurde sorgfaltig zerklein 
und stets durch das gleiche feine Sieb gesiebt. Zur Erzielung de 
Extrakte wurde je 1 g Malz mit 50 ccm Wasser iibergossen und ent 
weder | oder 4 Stunden stehenlassen. Dieses Verfahren gab uns di: 
Moglichkeit, festzustellen, in welchem Sinne die Dauer der Extrahieruny 
die Katalase beeinfluBt. Nach Ablauf der angegebenen Zeit wurde: 
die Gemische durch das Trockenfilter gelassen. Von dem klaren Filtra‘ 
wurden je 10cem in Erlenmeyerkolben gebracht, mit der gleiche: 
Menge Wasser verdiinnt und nach Zusatz von 2 bis 5ccm 1 °,ige 
Wasserstoffsuperoxyds (zur Analyse) 30 Minuten bei Zimmertemperatu: 
stehengelassen. Nach Ablauf der angegebenen Frist wurden 5 cen 
10°, iger H,SO, zugesetzt und mit n/10 KMnO, bis zu Rosafarbung 
titriert. Gleichzeitig wurden unter gleichen Versuchsbedingungen Ver 
suche mit inaktivierter Katalase angestellt (Kontrollversuche), die durch 
5 Minuten langes Erhitzen im Wasserbad gewonnen wurde. 





Tabelle I. 

Nr. Benennung des Malzes Exteabiert Extenbiert 

1 Stunde 4 Stunden 
1 Trockenmalz ...... 0,75 0,6 
2 Lufttrockenes Malz Nr. 2 12,75 12.5 
3 P _ » ee 10,4 9.7 
4 B ie <2 3.2 2 
5 . ¥ i‘ 6,0 4: 
6 a sa SMES. Lins. ob eee ie! 8,2 53 
7 * » aufbewabrt iber H,SO, 11,8 7 


Das in Tabelle I angefiihrte Malz ist von verschiedener Herkunft 
Die darin vermerkten Ziffern bezeichnen die Differenz zwischen den 
Mengen KMnQ,, die beim Titrieren der Haupt- und des Kontroll. 
versuches verbraucht wurden und somit als Ma8 fiir die vom Malz 
in 30 Minuten zersetzte Menge Wasserstoffsuperoxyd dienen. Es 
stellte sich heraus, daB alle im Laufe einer Stunde extrahierten Malze 
in simtlichen Proben entweder eine fast gleiche Zersetzung aufwiesen 
blo8 mit einer kleinen Differenz im positiven Sinne (Nr. 1, 2 und 3) 
oder aber eine grobe positive Differenz (die tibrigen Versuche) im Ver- 
gleich zu den im Laufe von 4 Stunden extrahierten. Die gréBte Differenz 
beobachteten wir bei tiber H,SO, aufbewahrtem Malz. Aus obigem 
wire zu ersehen, da® bei einigen Malzen sich fast die gleichen Resultate 
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rgeben, unabhaingig davon, ob | oder 4 Stunden extrahiert wurde, 
wihrend dagegen bei anderen Malzen eine vierstiindige Extrahierung 
lie Katalasewirkung im Sinne einer Herabsetzung beeinfluBt. Dabei 
vollzieht sich die Verainderung in den ersten Versuchen sehr langsam 
und kaum wahrnehmbar, in den letzteren jedoch viel ausgeprigter 
Vermutlich macht sich in diesen voneinander abweichenden Ergeb- 
nissen die Abstammung des Samenkornes, die Art der Malzgewinnung, 
das Trockenverfahren und die Aufbewahrungsweise geltend. Diese 
Voraussetzung bedarf selbstredend der experimentellen Nachpriifung. 
In der Annahme, dab hier méglicherweise bakterielle Prozesse auf- 
treten und einen die Katalase zerstérenden EinfluB ausiiben kénnten 
eine Annahme iibrigens, die, bei der Kiirze der in Frage kommenden 
Zeit, wenig Wahrscheinlichkeit fiir sich hat), fiihrten wir die Extra- 
hierung unter Hinzuziehung eines Antisepticums aus, indem wir jedem 
Zusatz (zum Malz) von 50 ccm Wasser einen Zusatz von 10 Tropfen 
Toluol folgen lieBen. Im iibrigen verliefen die Versuche unter den gleichen 
Bedingungen wie die vorhergehenden. Die Resultate sind in Tabelle I] 
niedergelegt, wobei wir aus einer groBen Reihe von Versuchen die 
charakteristischsten wahlten. 


Tabelle 11. 





Extrahiert 1 Stunde Extrahiert 4 Stunden 


Nr Benennung des Malzes 


ohne mit ohne mit 
Toluol Toluol Toluol Toluol 
l Lufttrockenes Malz Nr. 7a 5.95 4.2 3.6 3.8 
2 " Ss 15.4 7.6 11,1 S.1 
3 . 8a 10.6 _ 97 


Die Ziffern in Tabelle Il weisen auf gleiche Veranderungen der 
Katalase hin, wie die in Tabelle I. Die Anwesenheit von Toluol beein- 
fluBt die Extrahierung nicht nennenswert. Den gréBten Unterschied 
zwischen Extrakten mit oder ohne Toluol, betreffs der H,O, zer- 
setzenden Fihigkeit, lassen die Versuchsbefunde erkennen, wenn die 
Extrahierung wihrend | Stunde ausgefiihrt wurde, wahrend bei einer 
solehen von 4 Stunden kaum ein Unterschied im Ergebnis statthatte 
Am plausibelsten erscheint in diesen Fallen die Annahme einer sekun- 
diren Wirkung des Toluols selbst auf die Katalase, indem es auf 
diese entweder einen zerstérenden Einflu8 ausiibt oder aber wahrend 
des katalatischen Zersetzungsprozesses hemmend auf sie einwirkt, 
wiewohl wir in der Literatur (Samuel Hennichs!) Hinweise auf die 
aktivierende Tatigkeit des Toluols der tierischen Katalase gegeniiber 


1 Diese Zeitschr. 171, 314, 1926. 
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finden. Die erzielten Resultate legen die Frage nahe, wie sich w 
die zersetzende Fiahigkeit der Katalase bei direkter Einwirkung 
Wasserstoffsuperoxyd auf Malzmehl gestalten wiirde. Um dies { 
zustellen, wurde Malz genau in der Menge abgewogen, wie sie « 
in 10cem Extrakt enthaltenen Quantum Katalase entsprechen wii 
(1 g Malz +- 50 ccm H,0O), namlich 0,2 g. Auf dieses Quantum wur 
20cem H,O gegeben und 5cem 1 ° igen H,O, zugesetzt. Nach 30 Minut 
langem Stehen wurde H, SO, hinzugefiigt und darauf mit n/10 K Mi ', 
titriert. Parallel wurden unter gleichen Bedingungen Kontrollversu 
mit inaktiviertem Malz angesetzt. Die Inaktivierung wurde du 
Erhitzen eines Gemisches von Mehl und Wasser im Laufe von 5 Minute: 
im siedenden Wasserbad bewirkt. Die Resultate siehe Tabelle I] 


Tabelle I1T. 





10 ccm Extrakt 10 com H 
- + 5cem 1°/o iges Hy Oy (1g Ma 
rag’ | rw J 50 com Hy O) 
Nr Benennung des Malzes ag ~ 
1° 9 iges H a) Nach Nach 
~pfltllns I stundigem 4stund ge: 
Extrab eren Extrahierer 
1 Lufttrockenes Malz Nr. 4 9,7 6,0 45 
2 7 8,2 3,2 2 
3 7 14,5 5,95 36 
4 8 22.2 15.4 11,1 


Die Mengen des im gleichen Zeitraum vermittelst Malzes oder 
Extrakts zersetzten H,O, unterscheiden sich wesentlich voneinander 
Samtliche Malze zersetzen bei direkter Beeinflussung durch H,0, 
mehr Wasserstoffsuperoxyd, als die entsprechenden Extrakte. Daraus 
laBt sich folgern, daB die Extrahierung, insbesondere bei langerer 
Dauer zu einer Anderung in der Wirkung der Katalase auf H, 0, fiihrt 
was naturgemaB falsche Schliisse nach sich ziehen kann, da fortgesetzte 
Versuche auf eine Reihe von Faktoren hinweisen, die beim Extrahieren 
die Wirkung der Katalase verandern, als da sind: Temperatur, Schiitteln 
Licht und dergleichen mehr. Naturgemaf kann hierbei die Frage auf 
geworfen werden, ob das Titrieren mit KMnQ, in Gegenwart von 
Malzmehl méglich ist und in welcher Weise der zersetzende Einflul 
des Mehles sich in bezug auf die Resultate geltend macht. Um letzteres 
festzustellen, d. i. um zu bestimmen, welche Mengen K MnO, zum 
Wasser-Malzgemisch zugesetzt werden miissen, damit eine aus 
gesprochene Rosafarbung auftritt, die im Laufe einer Minute nicht 
schwindet, wurde auf ein Quantum Malz von 0,2 g bis 20 cem Wasser 
gegeben und die Mischung '., Stunde stehengelassen. Dem gleichen 
Verfahren wurde inaktiviertes Malz unterzogen. 
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Tabelle IV. 
Nr Benennung des Malzes Ungekocht Gekocht 
1 Malz Nr. 1 0,3 05 
2 ‘ ~~ ae 0,45 0,6 
3 = — ; . 0.4 0.45 


Dieselben Ziffern, und in manchen Versuchen sogar bis zu 1 ccm 
ansteigende, ergaben Malzextrakte. Im allgemeinen betrigt der Uber- 
schuB an KMnQ,, der beim Titrieren des Superoxyds aufgeht, sowohl 
bei aktivierten als bei inaktivierten Proben 0,5cem. Da nun der 
Katalasegehalt nach der Differenz des KMnQ, zu beurteilen ist, der 
bei der Titrierung aktivierter, wie auch inaktivierter Proben verbraucht 
wird, so ist eine derartige Fehlerquelle als zulissig zu betrachten. 

Aus dem angefiihrten Versuchsmaterial ergibt sich nun mit Sicher- 
heit, daB das Extrahieren an sich, wie auch die Dauer desselben, die 
Wasserstoffsuperoxyd zersetzende Fahigkeit angekeimter Samenkorner 
stark herabsetzen. 

Nicht unerwahnt lassen wollen wir an dieser Stelle, daB in der 
Literatur sich Angaben finden in bezug auf eine Herabsetzung der 
zersetzenden Fihigkeit der Blutkatalase bei anhaltendem Stehen’. 

Es ist interessant festzustellen, welche Vorginge sich im Malz 
bei Extrahierung mit Wasser abspielen. Haben wir tatsichlich bei 
der Behandlung mit Wasser es mit einer Veranderung der Malzkatalase 
zu tun oder kommt es dabei zur Entstehung irgendwelcher neuer 
Faktoren, die hemmend auf die Katalase wirken, oder aber sehen wir 
hier einfach die Aufhebung der zersetzenden Fihigkeit der Katalase 
gegeniiber H,O,, wie sie auch vielen anderen Fermenten eigen ist, 
vor uns‘ 

Die Entstehung neuer, auf die Katalase des Malzes hemmend 
wirkender Faktoren 1a8t sich mit den Veranderungen in Zusammenhang 
bringen, die wihrend des Extrahierens mit den Regulatoren des Malzes 
(Puffergemische) vor sich gehen. Um hieriiber Aufklirung zu schaffen, 
wurden gleiche Mengen zweier verschiedener Malzarten abgewogen, 
mit Wasser iibergossen und filtriert, und zwar einige sofort, andere 
nach ein- oder vierstiindigem Stehen. In jedem Filtrat wurde die 
Pu-Konzentration bestimmt, wobei sich deren Wert bei allen Proben, 
unabhaingig von der Dauer der Extrahierung, als tibereinstimmend 
erwies. Die py-Konstanz deutet darauf hin, dab in der Reaktion des 
Mediums sich keine Veranderungen vollzogen, somit auch keine neuen 
Faktoren entstanden, die auf die Katalase hitten hemmend ein 


1 Kultjugin, diese Zeitschr. 167, 241, 1926. 
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wirken kénnen. Am ehesten lieBen sich Veriinderungen in der Katalos 
selbst waihrend des Extrahierens voraussetzen. Wie aus den Versuclhie) 
ersichtlich wird, zersetzen Gemische von Malz und Wasser mehr Wass: 


stoffsuperoxyd als der filtrierte Extrakt. Dieser Umstand laBt den 


Gedanken an das Vorhandensein zweier verschiedener Katala 
aufkommen, einer léslichen und einer unléslichen. Auf ihre Existen; 
in Pflanzen, Fettgewebe und im Blute weist HLuler' hin, sieht jedoc! 
einen wesentlichen Unterschied zwischen beiden. Loewe? unterscheidet 
eine lisliche — $-Katalase — und eine unlisliche — a-Katalase —, diy 
von anderen Autoren in Bakterien und in der Kartoffel nachgewiese: 
wurden. Ist nun zur Erklirung der Verschiedenheit in der zersetzend« 
Fahigkeit des Malzgemisches und der Extrakte die Moéglichkeit «: 
Vorhandenseins zweier Katalasearten im Gerstenmalz heranzuziehe: 
Uns diinkt dieses unnétig; unseres Erachtens lassen sich jene Ver 
schiedenheiten vielmehr mit den komplizierten Prozessen erkliir 
die bei der Auflésung der Malzkatalase in Wasser vor sich gehen 

Die Malzkatalase unterliegt unter der Einwirkung des Wasser: 
der Peptisierung, wobei dieser Proze einen betrichtlichen Zeitraw 
in Anspruch nimmt, der von der GréBe der Malzpartikel abhingig ist 
je gréBer diese sind, desto langsamer vollzieht sich der ProzeB de: 
Peptisierung. Die GréBe der Malzpartikel ist stets eine schwankend 
da sie durch einen mechanischen ZerkleinerungsprozeB bedingt. ist 
Die Peptisierung der Kolloidkatalase geht Hand in Hand mit einem 
anderen Proze} der Koagulation —, die im Grunde die Herab 
setzung der zersetzenden Fahigkeit bei anhaltendem Extrahieren 
bewirkt. Setzen wir jedoch dem Malz-Wassergemisch H,O, zu, so 
vermag das peptisierende Kolloid, da es nur kurze Zeit der Einwirkung 
des Wassers unterliegt, nicht zu koagulieren, folglich muB es sein: 
héhere Zersetzungsfahigkeit beibehalten, was durch das Experiment 
auch mit voller Deutlichkeit dargetan wird. 

Als letzte Erklirung fiir das Sinken der zersetzenden Fihigkeit 
bei andauerndem Extrahieren des Malzes kinnte noch das Schwinde: 
der H,O, zersetzenden Fahigkeit anderer Fermente in Betracht gezoge: 
werden, auf die auch Battelli und Stern*® hinweisen. 


A. Jakobson* wies in einer umfassenden Arbeit nach, dal dis 
Fahigkeit der Fermente, H,O, zu zersetzen, von einer anderen, spezifi 
schen, dem betreffenden Ferment eigenen, zu trennen ist. Es erweist 
sich, daB infolge Erhitzens, Aussalzens und Einwirkens von H,0O, 


! Hofmeisters Beitr. 11, 1906. 

2 Bull. Agricult Washington 68, 1900; diese Zeitschr. 34, 354, 1911. 
3’ Ergebn. d. Phys. 10, 531, 1910. 

* Hoppe-Seyler 16, 340, 1892. 
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wif das Ferment letzteres seiner zersetzenden Fahigkeit verlustig geht. 
wihrend die ihm eigene, individuelle Eigenschaft erhalten bleibt. 
Die zersetzende Fiahigkeit anderer Fermente (keine Katalasen) ist 
« gering, dab ihr Schwinden keine wesentliche Rolle spielen und somit 
wich die Versuchsergebnisse nicht beeinflussen kann, bei denen wir 
ein Absinken der in Rede stehenden Fihigkeit fast bis zur Halfte beob- 
whten konnten. 

Ohne auf Einzelheiten betreffs der Existenz der Katalase als 
gesondertes Ferment einzugehen, auf dessen individuelle Eigenart 
Loewe und andere aufmerksam machen, miissen wir doch hervor- 
heben, daB das vorhandene experimentelle Material hinreichende 
Hinweise auf die ausgesprochene Analogie zwischen organischen 
Fermenten und anorganischen Katalysatoren bietet. Mit besonderer 
Scharfe tritt diese Analogie in den Arbeiten Bredigs* und seiner Schiiler 
hervor. Dehnt man die Unspezifitat der meisten anorganischen Kata- 
lysatoren, die vielfach chemische Reaktionen zu beschleunigen ver- 
mégen, auch auf die Fermente aus, so mul zugegeben werden, dal 
wir in vielen von ihnen kolloidale Systeme besitzen, die sich im Zustande 
der Polydispersitat befinden und imstande sind, eine ganze Reihe 
‘+hemischer Reaktionen hervorzurufen. Unterwirft man ein derartiges 
kolloidal-disperses System der Fraktionierung, so ergibt sich eine 
ganze Anzahl neuer Systeme, die sich nicht bloB im mechanischen 
\usmaB ihrer Partikel voneinander unterscheiden, sondern auch in 
ihrer physikalisch-chemischen Eigenart, wie z. B. Ladung der Partikel, 
osmotischer Druck, elektrische Leitfihigkeit, Viskositat, Oberflachen- 
spannung, chemische Zusammensetzung, koagulierende Sorptions- 
fahigkeit und anderes mehr. 

Stellt man sich die katalytischen Prozesse vor als durch inter- 
mediare, inkonstante, mit Sorptionserscheinungen in Zusammenhang 
stehende Gebilde hervorgerufen, so muB angenommen werden, dab 
auch jedes derartige disperse System iiber die Fahigkeit verfiigt, je 
nach dem quantitativen oder qualitativen Charakter der Sorptions- 
inderung diese oder jene katalytischen Reaktionen zu bewirken, wobei 
diese Fahigkeit in den Grenzen eines Intervalls der Dimensionen der 
Partikel erhalten bleibt. Sobald unter dem EinfluB dieser oder jener 
Faktoren im System Abweichungen im Dispersitaétsgrad im Sinne 
einer Zu- oder Abnahme des Kolloidpartikels vor sich gehen, andert 
sich auch die Sorptionsfihigkeit und damit auch die katalytische 
Wirksamkeit, und wir beobachten entweder Steigerung, Herabsetzung 


? Bull. Agricult. Washington 68, 1900; Jahrb. 30, 968, 1900; cliese 
Zeitschr. 84, 354, 1911. 
2 Zeitschr. f. Elektr. 12, 581, 1906; van Bemmelen-Festschrift 1910, 
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oder aber vélliges Schwinden derselben. Eine nicht unerhebliche R« |} 
hinsichtlich der Tatigkeit des Ferments (als eines polydispersen Systers 
fallt der Temperatur und dem Medium zu. Diese Faktoren beeinfluss 
je nach der Zusammensetzung des Mediums die Sorptionsfahigk 
der Kolloidfermente, indem diese erhéht oder herabgesetzt wird, was 
fraglos auch die Schnelligkeit des katalytischen Prozesses beeinflu|) 
Die obigen Ausfiihrungen lassen sich auch auf die Abnahme der 2 
setzenden Fiahigkeit der Fermente beziehen, da Faktoren, wie Aus 
salzen, Erhitzen, Einwitkung von H,O, (Gaskoagulierungsersche; 
nungen) im Kolloidferment Veranderungen im Dispersitétsgrad herv«, 
rufen. Daher erscheint als einzig wahrscheinlicher AnlaB zur Hera} 
setzung der zersetzenden Fahigkeit der Katalase infolge anhaltenden 
Extrahierens des Malzes mit Hilfe von Wasser eben die Verianderung 
des Dispersitatsgrades, die unter dem EinfluB des Wassers im Kolloida! 
system erfolgt, so daB die Erforschung der Katalase nach andauerndem 
Extrahieren uns kein dem wirklichen Tatbestand entsprechendes Bild 
zu vermitteln imstande ist. Das uns zu Gebote stehende experimente||: 
Material weist auf eine Reihe von Faktoren hin, die einen Einflu! 
auf die zersetzende Fahigkeit der Malzkatalase ausiiben. Allein nu 
ein alle Seiten der Befunde beleuchtendes Studium kann uns die Méglich 
keit geben, die entsprechenden Anderungen in der Methodik der Katalase 
bestimmung durchzufiihren, was die vorliegende Arbeit selbstredend 
nicht gestattet. 


— - = —- 


SchluBfolgerungen. 


1. Die Katalase des Malzes biiBt bei anhaltender Extrahierung die 
Fahigkeit ein, Wasserstoffsuperoxyd zu zersetzen. 

2. Die lange Dauer der Extrahierung beeinfluBt die Reaktion 
des Mediums nicht, worauf die Konstanz der Wasserstoffionen hinweist 
und was die Entstehung neuer, auf die fermentative Tatigkeit der 
Katalase einwirkender Faktoren ausschlieBt. 

3. Der ExtrahierungsprozeB des Malzes laBt sich als Peptisation 
des Kolloidferments darstellen, die viel Zeit beansprucht (in Abhangig 
keit von der verschiedenen GréBe der Malzpartikel) und mit der der 
umgekehrte ProzeB der Koagulation parallel geht, was eine hoch 
gradige Herabsetzung der zersetzenden Fahigkeit der Katalase bewirkt 

4. In bezug auf die Fermente lieBe sich die Vorstellung von 
Kolloiden verwerten, die sich im Zustande der Polydispersitat be 
finden und verschiedener katalytischer Reaktionen fahig sind. Je 
nach dem Dispersitaétsgrad des Kolloids (Ferments) kann sich seine 
Fahigkeit zu einer Reaktion steigern, zu einer anderen abnehmen. 
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Uber das aus dem japanischen 


9 eGbaren Pilze .Cortinellus Shiitake“ isolierte Ergosterin. 

ander Von 

op. Midzuho Sumi. 

ida] 

dem (Aus dem biochemischen Laboratorium des Instituts fiir physikalische 

Bila und chemische Forschung zu Tokio.) 

tell (Eingegangen am 12. Oktober 1928.) 

fluss : : 

a Mit 15 Abbildungen im Text, 

ich Seit der Feststellung der Tatsache, daB Ergosterin die Mutter- 

ase substanz des Vitamins D, nimlich dessen Provitamin, darstellt und 

lend ersteres durch ultraviolette Belichtung eine antirachitische Wirkung 
ausiibt, sind verschiedene wissenschaftliche Arbeiten und auch prak- 
tische Anwendungen bekannt geworden. 

die Danach hat fiir die experimentelle Rachitis der weiben Ratte 
eine so winzige Dosis von 0.0001 bis 0,00005 mg des wie oben erwahnt 

bion behandelten Ergosterins schon eine giinstige Wirkung (1) (5). Uber die 

eist Frage, welchem Anteil des belichteten Ergosterins diese aktiven Eigen- 

der schaften zukommen, sind bereits einige Mitteilungen publiziert worden. 
Nach einigen Autoren werden diese Eigenschaften dem durch Digitonin 

ion gefillten Niederschlag (11) (12) zugeschrieben, und man glaubt, sie im 

zig Xylolextrakt des letzteren nachgewiesen zu haben. Andere Forscher 

der suchen wieder diese Eigenschaften in der Mutterlauge des Digitonin- 

ch niederschlags (10) und wollen dies durch Behandlung derselben mit 

‘kt Ather bewiesen haben. 

ron Vom chemischen Standpunkt aus betrachtet, scheinen diese Eigen- 

be schaften mit der alkoholischen Gruppe (Hydroxyl) des Ergosterins in 

Je keinem Zusammenhang zu stehen, denn verschiedene Ester des Ergo- 

ine sterins zeigen nach der Belichtung die gleiche charakteristische Ergo- 


sterinwirkung (1) (3) (4) (6) (7) (8) (9). Die Doppelbindung ist fiir das 
Ergosterin von groBer Wichtigkeit, indem dessen Derivate, welche diese 
durch Sattigung verloren haben, inaktiv werden (1). Das Isoergosterin, 
dessen Doppelbindung sich nicht mehr am friiheren Platze des Ergo- 
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sterins befindet, vielmehr aus dem letzteren mit sehr einfachen Mitt: |n 
verschoben worden ist, hat diese Wirkung bereits verloren. Die obigen 
Versuche wurden mit dem aus Hefe oder Mutterkorn isolierten Erg, 
sterin angestellt. 

Da es dem Verfasser kiirzlich gelang (13), gréBere Mengen Ergo 
sterins aus dem in Japan einheimischen eBbaren Pilz ,,Cortinellus 
Shiitake“ zu isolieren, so hat er es eingehend studiert, die in der Literatur 
verzeichneten unzutreffenden Angaben berichtigt und den folgenden 
kleinen Beitrag zur Aufklarung der Eigenschaften des Vitamins |) 
geliefert 

Experimenteller Teil. 
I. Isolierung des Ergosterins. 

15 kg des lufttrockenen Cortinellus Shiitake (japanischer eBbarer 
Pilz) des Handels, welche 13,8°,, Feuchtigkeit enthielten, wurden fein 
gepulvert und mit Ather wiederholt extrahiert. Der Riickstand wurde 
dann mit Alkohol extrahiert. Der alkoholische Extrakt wurde aut 
ein kleines Volumen eingedampft, mit Wasser verdiinnt und wiederholt 
mit Ather ausgeschiittelt. Die so erhaltene atherische Lésung wurde 
mit dem obigen Atherextrakt vereinigt und nach dem Trocknen mit 
Natriumsulfat der Ather verdampft. Der zuriickbleibende élige Sirup 
wurde nun eine Stunde lang zur Verseifung der vorhandenen fettigen 
Substanzen mit 20°,igem alkoholischen Kali gekocht. Nach dem 
Abkiihlen wurde die verseifte Flissigkeit mit Wasser verdiinnt und 
ausgeiithert, wodurch die unverseifbaren Substanzen in Ather auf 
genommen wurden, wahrend die Seife in der wiisserigen Fliissigkeit 
verblieb. Die atherische Lésung gab beim Eindampfen einen braunen 
groBtenteils aus Kristallnadeln bestehenden Riickstand; letzterer 
wurde wiederholt aus Aceton und Athylalkohol umkristallisiert. Aus 
beute: 35g. Fp. 160°. [a]Z 128° (in Chloroform). 

Einige Zentigramm dieser Substanz in reiner Chloroformlésung 
gaben folgende Reaktionen: 

1. Durch Zusatz einiger Tropfen Essigséureanhydrid und kon 
zentrierter Schwefelsiure entstand eine rote Fiarbung, die zunachst 
blau, dann blaugriin wurde (Liebermann und Burchards Reaktion). 

2. Durch Schiitteln nach Zusatz von konzentrierter Schwefelsaure 
wurde die saure Schicht rot, wahrend die Chloroformschicht farblos 
blieb. 

Die alkoholische Lésung dieser Kristalle wurde durch Digitonin 
gefallt. 

Die gereinigte Substanz wurde bei 100° getrocknet und der Analyse 


unterworfen. 
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Substanz Kohlensaure Wasser Kohlenstoft Wasserstoff 
ry R g 
0, L000 0.3101 0.0989 84.57 10.99 
0.0793 0.2453 0.0773 84.35 10.83 
Berechnet fiir Cg; Hy, 0 84,75 11,07 


Aus diesen Resultaten ergibt sich, dai das vom Autor auf diese 
Weise erhaltene Sterin mit dem TJ anretschen (2) Ergosterin vollkommen 
dentisch ist. 

Ergosterylacetat. Das Acetat wurde in tiblicher Weise mit Essig- 
siureanhydrid hergestellt Aus Aceton und Alkohol kristallisiert es 





. . i es 17 ‘ , 
n Schuppen vom Fp. 170 bis 171°. [a]p 85° (in Chloroform) 
Substanz Kohlensaure Wasser Kohlenstoft W asserstott 
0.1028 O.3098 0.0983 82.10 10.62 
0.0956 02868 0.0902 S18] 10.48 
Berechnet fiir Cog Hyg Os 82,07 10.37 
Erqoster ylbenzoat Kine Lésung von Ergosterin in trockenem 


Pyridin wurde mit berechneter Menge Benzoylchlorid tropfenweise 
versetzt und nach dem Umschiitteln eine Nacht beiseite gestellt. Durch 
EingieBen dieser Lésung in viel Wasser entstand eine feste Mass 

die durch Umkristallisieren aus Alkohol in Kristalltafeln vom Fp. 164° 


erhalten wurde 





Substanz Kohlensaure Wasser Kohlenstoff W asserstoff 
my my mg 
3,065 9.442 2,681 84,02 9,72 
Berechnet fiir Cy4 Hag Oy 83.95 9.46 
Ergosterylpalmitat. Eine Lésung von 1g Ergosterin in 5 ccm 


Chloroform wurde tropfenweise mit der berechneten Menge Palmityl- 
chlorid versetzt, gut umgeschiittelt. und zwar mit der Sorge, dab 
das entwickelte Salzsiuregas sofort abgeleitet wurde SchhieBlich 
wurde unter Erwirmen auf dem Wasserbad das gesamte Salzsiiuregas 
verjagt Nach Entfernen des Salzsiuregases und Abkiihlen des 


Reaktionsgemenges wurde dazu viel Methylalkohol zugegeben, wobei 
Kristalle des Palmitats entstanden Dieselben wurden durch Wm 
kristallisieren aus Methylalkohol in Kristalltafeln vom Fp. 102° erhalten 
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Isoergosterin. In die Lisung von 1g gut getrocknetem Erg 
sterylacetat in 20cem Chloroform wurde unter Abkiihlen mit Ei 
wasser eine Stunde lang trockenes Salzsiuregas langsam eingeleite: 
Die dadurch erhaltene blaS purpurne Fliissigkeit wurde auf de: 
Wasserbad zum Sirup eingedampft; der Sirup wurde mit Athylalkoho! 
behandelt und aus einer Mischung von 4 Teilen Methylalkohol und 
1 Teil Essigester umkristallisiert. Diese Kristalle bilden Tafeln und 
stellen Isoergosterylacetat dar. Fp. 130°. [a]p 63,0° (in Chloro 
form). 

Beim Verseifen dieser Kristalle mit 2,5°.iger methylalkoholischer 
Kalilauge in iiblicher Weise und durch darauf folgendes Extrahieren 
mit Ather wurde Isocergosterin vom Fp. 135°, [a], 88° (in 
Chloroform) erhalten 





Substanz Kohlensaure Wasser Kohlenstoff Wasserstoff 
2 2 g a 
0,0826 0,2563 0.0827 $4.61 11,12 
Berechnet fiir Coz Hyg O: 84.79 10,98 


Ein Unterschied der Liebermann- Burchard schen Reaktion zwischen 
Isoergosterin und Ergosterin war kaum erkennbar. 

Ein Teil der so erhaltenen Substanz wurde in Pyridin aufgelést 
und durch Benzoylieren dieser Lisung Isoergosterylbenzoat in Tafeln 
vom Fp. 135° erhalten. 





Substanz Kohlensaure Wasser Kohlenstoff Wasserstoff 
mg mg mg O/5 
3,820 11,726 3,376 83,72 9,82 
Berechnet fiir Cs, Hyg 04: 83,95 9.46 


II. Hydrogenierung von Ergosterin (Ergostanol). 
Gut getrocknetes Ergosterin wurde in trockenem Ather gelést 
und unter Zusatz eines Katalysators und tiichtigem Umschiitteln 
Wasserstoff eingeleitet. 





Absorbierter 


Ne. Substanz Katalysator Reaktionsdauer Wasserstoff 
zg 2 Std ccm 
1 Ergosterin 2 Pd-Schwarz. . . 1 20 860 
» a's Pt-Oxyd. . l 3 800 
3 Ergosterylacetat 1,6 Pd-Schwarz.. . 1 8 530 
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Das zur obigen Hydrogenierung verwendete Platinoxyd wurde 
nach der Methode von Adams (14) dargestellt 


Nach Beendigung der Wasserstoffabsorption wurde der Ather 
durch Dekantierung beseitigt und der Katalysator wiederholt mit 
Ather ausgewaschen. Der Waschither wurde mit dem dekantierten 
Ather vereinigt und eingedampft. Die hierbei erhaltenen Kristalle 
wurden wiederholt aus Athylalkohol umkristallisiert. Aus Nr. 1 und 2 
wurde Ergostanol in einer Ausbeute von je 1,8 g und in Nadeln vom 
Fp. 131° und [a], 18° (in Chloroform) erhalten. Aus Nr. 3 wurde 
Ergostanolacetat in einer Ausbeute von 1,2 g und in Tafeln mit Fp. 111° 
und [a], 5,3° (in Chloroform) gewonnen. Das durch Verseifen 
seines Acetats mit alkoholischem Kali erhaltene Ergostanol kristallisiert 
in Nadeln vom Fp. 131° 





Substanz Kohlensaure Wasser Kohlenstoff Wasserstoft 
zg re x 
0.0853 0.2618 0.0931 83,70 12,13 
0.1000 0.3073 0.1098 R381 12.20 
0.8590 0.2720 0.0952 83.36 11.88 
Berechnet fiir Cy; Hyg O 83,50 12.37 
Ergostanolbenzoat Durch Eintropfen der berechneten Menge 


Benzoylehlorid in eine Lésung von 1 g Ergostanol in reinem Pyridin 
unter Umschiitteln und Stehenlassen wahrend einer Nacht bei Zimmer 
temperatur und EingieBen der Lésung in viel Wasser wurde ein 
Niederschlag erhalten, der aus einer Methylalkohol-Athermischung in 
Nadeln vom Fp. 130° umkristallisiert werden konnte 





Substanz Kohlensaure Wasser Kohlenstoff Wasserstoff 
meg me mg 
3.235 9851 3.109 83.05 10,67 
Berechnet fiir Cs, Hy. Os 82 RH 10.60 


III. Tierversuche. 


Ratten, deren Kérpergewicht 25 bis 45g betrug, wurden mit Steenbocks 
Rachitis erzeugender Nahrung Nr. 2965 aufgezogen; nach 4 bis 5 Wochen 
wurden solche Tiere unter ihnen ausgewahlt, die der Radiographie zufolge 
der Rachitis verfallen waren, und denselben taglich per os ein Tropfen 
einer Lésung von Ergosterin in Olivenél appliziert. Nach 3 Wochen wurde 
abermals durch Radiographie auf therapeutischen Effekt gepriift. Die 
Ergosterin-Olivenéllésung ist so eingestellt, daB jeder Tropfen die gerade 
notwendige Dosis Ergosterin enthalt. 


26 * 
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Die belichtete Probe wurde so hergestellt, dai zundchst eine Lésu 
von Ergosterin in Ather oder Alkohol in einer Quarzréhre (der obere T: 
derselben war mit Stickstoff gefiillt) mit einer Quarzlampe (Hanovia-Ty 
von 90 Volt und 10 Amp. in einer Entfernung von 20¢m wahrend 30 | 
45 Minuten belichtet, dann das Losungsmittel verdampft und der Riickstan 
in oben beschriebener Weise in Olivenél aufgelést wurde. Zur Priifun 
des Praventivvermégens des Ergosterins gegen Rachitis wurde die Ratt 
von Anfang an mit der oben erwaihnten Nahrung unter Zusatz des nav 
obiger Methode irradierten Ergosterins aufgezogen. Nach Verlauf vor 
6 Wochen wurden sie vermittelst der Radiographie gepriitt. Die in diese 
Weise festgestellten Priifungsresultate sind in der am SchluB dieser Arbei 
befindlichen Tabelle der Tierpriifung enthalten. 


1. Durch tagliche Darreichung von je 0,001 und 0,0001 mg irradierter 
Ergosterins kann man die Rachitis verhiiten. Ebenso wie das aus Hef: 
isolierte Ergosterin vermag eine auBerordentlich geringe Dosis eine giinst ig 
Wirkung auszutiben (I und II). 

2. Die Verinderung des Ergosterins je nach Belichtungsdauer erscheint 
aus der folgenden Tabelle: 





Expositionszeit 


fiir die Ultravivlett: . Ergosterin Praventivminimaldosis 
é steiilen Aussehen des Ruckstandes unverandert per diem 
Min mg 
30 weil, kristallinisch 69 0.0001 
60 weil), 
teilweise kristallinisch 40 
180 hellgelbe harzige Substanz, 
die Kristalle enthalt 20 0.0001 
240) gelblich harzig 10 0.0001 


Die zu dieser Priifung nétige Irradiation des Ergosterins geschah in 
oben erwahnter Weise, indem eine 0.5°,ige atherische Lésung benutzt 
wurde. Die Verainderung des Ergosterins wurde nach jeder Belichtung durch 
Wagen des durch Zusatz eines bestimmten Volumens einer alkoholischen 
Digitoninlésung entstehenden Niederschlags bestimmt. Aus der obigen 
Tabelle geht hervor, da durch langere Irradiation das Ergosterin selbst 
eine Veranderung erfahrt und schlieBlich in eine harzige Substanz tibergeht ; 
aber auch die Menge des durch Digitonin gefallten Niederschlags nimmit 
entsprechend ab. 

Nach Tierversuchen ist aber seine priventive Wirkung dieselbe. Durch 
Verinderung von Ergesterin findet weder eine Zu- noch Abnahme statt. 
Zum Hervorrufen der antirachitischen Aktivitat geniigt eine halbstiindige 
Belichtung mit Ultraviolettstrahlen (IT, III] und IV). Rosenheim und 
Webster (15) haben ahnliche Resultate vor einiger Zeit mitgeteilt, leider 
konnte ich thren diesbeziiglichen eingehenden Bericht nicht auftreiben. 


3. Wie schon oben angedeutet worden ist, liegen verschiedene 
Mitteilungen iiber die Frage vor, ob die antirachitische Wirkung dem 


durch Digitonin erzeugten Niederschlag des belichteten Ergosterins 


oder der Mutterlauge dieser Fallung zukommt Verfasser hat den 
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Digitoninniederschlag abfiltriert, den im Filtrat befindlichen Uber- 
schuB des Digitonins durch Atherextraktion beseitigt und den in Ather 
gelésten Anteil, d. h. den Anteil, der durch Digitonin keinen Nieder- 
schlag mehr bildet, wie oben dem Tierversuch unterworfen, wobei 
sich die giinstige Wirkung sehr deutlich herausstellte (V1) 

4. Den von vornherein mit Rachitis erzeugender Nahrung auf- 
vefiitterten Ratten, die dadurch der Rachitis verfallen waren, wurden 
0.01 mg des nichtbelichteten Ergosterins appliziert, dafiir wurden 
die einzelnen Kérperteile dieser Ratten taglich je 5 Minuten mit Ultra- 
violettstrahlen irradiert. Diese Therapie zeigte eine sehr auffallende 
Heilwirkung. Man kann wohl annehmen, dab die die Korperhaut 
der Ratten durchdringenden Ultraviolettstrahlen das Ergosterin im 
Innern des Kérpers aktivierten, um dann die antirachitische Wirkung 
zu veranlassen (VII). 

5. Um die Beziehung der antirachitischen Tatigkeit des Ergo- 
sterins mit seiner chemischen Konstitution festzustellen, wurde die 
alkoholische Hydroxylgruppe durch Saureradikale substituiert, Ester 
hergestellt und dieselben den Tierversuchen unterworfen. Es stellte 
sich bei der Priifung des Acetats, Palmitats und Benzoats von Ergo- 
sterin heraus, da bei taglicher Gabe von je 0,01 mg derselben an 
kranke Ratten diese geheilt werden konnten. Die Mitteilungen vieler 
anderer Autoren konnten auch darin bestitigt werden, dab die anti- 
rachitische Wirkung nicht an die alkoholische Hydroxylgruppe ge- 
bunden und sie nicht unter allen Umstinden unentbehrlich ist (VIII, 
IX und X). 

6. Wird aber die Doppelbindung des Ergosterins durch Wasserstoff 
gesittigt, so sind selbst tagliche Gaben von 0,1 mg des hydrogenierten 
und irradierten Produktes nicht imstande, die Heilwirkung herbei- 
zufiihren, woraus hervorgeht, daB die Gegenwart der Doppelbindung 
fiir den Zweck nétig ist (X1). 

7. Das durch Verschiebung der Doppelbindung entstandene 
Isoergosterin weist ebenfalls keine therapeutische Wirkung mehr auf. 
Die antirachitische Eigenschaft geht also schon durch Platzwechsel 
dieser Doppelbindung verloren (XII). 

8. Vor einiger Zeit erhielt der Verfasser das ,,Vigantol von 
E. Merck (Darmstadt), naimlich ein Vitamin-D-Praparat, welches eine 
1°, ige Lésung von belichtetem Ergosterin in Olivenél darstellt. Ein 
Tropfen dieser Lésung enthilt etwa 0.4mg Ergosterin. Verfasser 
verdiinnte dieses Vigantol weiter mit Olivenél, so daB ein Tropfen 
nur 0,0001 mg Ergosterin enthielt. Schon durch tagliche Darreichung 
eines Tropfens der verdiinnten Lésung konnten kranke Ratten geheilt 


werden (V). 
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IV. Uher das A bsorptionss pe ketram Abb. 1 bis 15) 


In der Annahme, das die Beziehung des Ergosterins mit sein 
antirachitischen Eigenschaften um so klarer durch Aufnahme un 
Vergleichung von Absorptionsspektra der bei obigen Tierversuche 
benutzten Substanzen erkannt werden kann, hat Verfasser Phot: 
graphien verschiedener Absorptionsspektra hergestellt Zur phot 
graphischen Aufnahme wurde eine alkoholische Lésung von 0,0001L Mi 
Ergosterin bereitet. Unter Benutzung einer Wasserstoffdampflamy« 
als Lichtquelle wurden Photographien folgender Flissigkeitsschichte: 
im Betrage von 100, 79, 63, 50, 40. 32, 25, 22. 18, 14. 10, 6 und 2 mn 
aufgenommen, Als Kontrolle diente ein Kupferbogenspektrum 


Ultraspektroskopische Platte. 


Flussigkeitsschicht. 
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Abb. 4 
Ergosterin, 
belichtet 
180 Mir 


Abb. 5 


Ergosterin 
belichtet 


240 Min 


Abb. 6 
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Abb. 8 
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1. Das durch Bromierung (16) gereinigte Cholesterin hat j 
Gegensatz zum Ergosterin kein besonderes Absorptionsspektrum, gv iia 
ebenso verhilt sich das mit Wasserstoff gesattigte Cholesterin (\ II] 


und IX). 


2. Das Absorptionsband des Ergosterins (sowie des unreine 


Cholesterins) hat nach den Mitteilungen vieler Autoren (17) drei be 
sondere Absorptionsstreifen in der Stellung 293, 282, 270 uu, wy 
nach EF. Bill und anderen Forschern (18) wurde auber den obige 
drei Absorptionsbandern ganz neuerdings ein neues in der Stellung 
260 uw entdeckt. 

Verfasser hat bei Beobachtungen des Absorptionsbandes 
wiederholt gereinigtem Ergosterin auber den drei von den meister 
Autoren angegebenen Absorptionsbindern und dem von £. Bill bx 
merkten noch ein neues Band in der Stellung 250 wu entdeckt (] 


3. Bei halb- oder einstiindiger Belichtung des Ergosterins 
der Quarzlampe zeigt sich keine besondere Differenz im Absorptions 
band, bei drei- oder vierstiindiger Belichtung verschwindet es al 
allmahlich, und nach 6 Stunden verschwindet das obige Absorptions 
band vollstindig im gleichen Schritt mit der Zersetzung des Erg 
sterins (II bis VIL), 


4. Die Ergosterinderivate, wie das Acetat und Palmitat, habe 
in derselben Stellung wie Ergosterin Absorptionsbander, welche aber 
durch fiinfstiindige Belichtung verschwinden. 


Diese obigen Beziehungen entsprechen den Resultaten der Tie 
versuche mit Ergosterin (XII bis XV). 

5. Das hydrogenierte Ergosterin und Isoergosterin, die sich bei: 
Tierversuch inaktiv verhalten, besitzen kein Absorptionsband, wi 
Ergosterin. Es geht hieraus hervor, daB zwischen Aktivierung (cer 
antirachitischen Wirkung) und Absorptionsband eine Beziehung 
besteht (X und X1). 

Zusammenfassung. 

Der Verfasser hat aus dem Shiitakepilz (Cortinellus Shiitake) das 
Ergosterin isoliert. Die Priifung auf seine antirachitische Wirkung 
ergab folgende Resultate: 

1. Eine halbstiindige ultraviolette Belichtung dieses Ergosterins 
bewirkt dessen antirachitische Aktivitat Werden kranken Ratten 
von 35 bis 45g Kérpergewicht 0.0001 mg des belichteten Ergosterins 
per diem eingegeben, so werden sie geheilt. Eine langere als obe1 
angegebene Belichtungsdauer (d. h. eine solche Zeitdauer, wahrend 


welcher sich Ergosterin nicht zersetzt) ist von nicht nennenswertem 
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KinfluB auf das Wirkungsvermégen. Das Vigantol von EH. Merck hat 
gefahr dieselbe Wirkung 


2. Die alkoholische Gruppe des Ergosterins steht in keiner Be 
richung zur antirachitischen Wirkung, denn seine Ester, wie Acetat 
Benzoat und Palmitat, haben bei Belichtung dieselbe Wirkung. 


3. Die Gegenwart der Doppelbindung ist fiir den therapeutischen 
Wert von gréBter Wichtigkeit. Schon ihre Verschiebung im Molekiil 
wie beim Isoergosterin hat den Verlust des Wirkungsvermégens zur 
Folge. Selbstverstandlich ist das hydrogenierte Ergosterin inaktiv 

4. Beziiglich des Absorptionsbandes des Ergosterins ist zu be 
merken, daB auBer an den in bisherigen Arbeiten angegebenen Stellen 
noch ein neues Absorptionsband von 250 4 Wellenlinge gefunden 


worden ist. 
Tabelle I. 


Tierversuche. 





, Koérpergewicht 
Rachitis er- Bites 
Ratte zeugende Nah- Zusatz der Substanz an Praventivwirkung 











rung mit Probe zur Nahrung fanglich zuletzt (Radiographie) 
Nr. Tage g xg 
123 Q 45 33 45 Keine Rachitis 
124 Q 45 Belichtetes 3 52 , 
pe ‘ Ergosterin s 
125 od 45 0,001 mg in “1 - ” " 
105 ¢ 45 Olivenol 36 45 ~ - 
107 2 45 45 64 & 
lll o 45 40 52 - 
112 2 45 Belichtetes 47 56 - e 
‘ ~ Eirgosterin x 
u 120 2 ta 09,0001 mg in * = ‘ 
121 o 45 Olivendl 45 53 ” 
122 92 45 42 57 . 
114 45 | Ergosterin | #8 59 
ny) 115 ¢ 45 belichtet 3 Std 45 65 
| 119 g 45 | 0.0001 mg in | 41 64 
118 9 45 Olivenol 50 65 
98 fou 45 Ergosterin 45 62 
ry 100 9 45 belichtet 4 Std 45 ay ” 
103 9 45 0,0901 mg in 36 46 n 
| 104 o" 45 Olivenol } 44 D4 
109 o 45 + 41 47 - 
| 110 45 | »Vigantol D* 43 60 
\ 102 o 45 0,0001 mg in 45 63 - 
| 116 9 40 | Olivendl 45 4 
LiF 40) 45 53 
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Zum SchluB dieser Arbeit sei es mir gestattet, meinem hoch 
rehrten Lehrer, Herrn Prof. Dr. U. Suzuki, fiir die freundliche An- 
leitung und die wertvollen Ratschlage meinen herzlichsten Dank auszu- 
sprechen. Frau Kato danke ich verbindlichst fiir ihre freundliche 
Mitarbeit bei der Photographie der Spektra 
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Nachtrag zur Arbeit ,Uber die chemischen Bestandteile 
der Sporen von Aspergillus oryzae* von Midzuho Sumi’. 


Von 


Midzuho Sumi. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Instituts fiir physikalise} 
und chemische Forschung zu Tokio.) 


(Eingegangen am 12. Oktober 1928.) 


Der Verfasser hat vor einiger Zeit aus den Sporen des Aspergillus 
oryzae ein Sterin isoliert und demselben die empirische Formel C,, H,, 0 
erteilt. In der Absicht, eine genauere Untersuchung dieser Substanz 
auszufiihren, wurde dieselbe in gréBeren Mengen extrahiert, gereinigt 
und zur Kontrolle der friiheren Analysenresultate und Reaktionen 
dieses wiederholt, wobei sich herausstellte, daB8 die friiheren Angaben 
Irrtiimer enthielten. Sie wurden wahrscheinlich veranlaBt durch 
ungeniigende Reinigung infolge der geringen in Arbeit genommenen 
Substanzmenge. 

Die atherléslichen Anteile der Extraktion der Sporen des Asper- 
gillus oryzae wurden mittels Athers und hei®en Alkohols vereinigt 
und daraus der Ather abdestilliert; der Riickstand wurde in iiblicher 
Weise mit alkoholischem Kali verseift, das Verseifungsprodukt mit 
Wasser verdiinnt und die unverseifbare Substanz ausgeithert. Die 
beim Verdampfen des Athers zuriickbleibenden Nadeln des Sterins 
wurden aus Aceton, Methylalkohol umkristallisiert und mit Blutkohle 
entfarbt und gereinigt, wobei seidenglinzende Kristalltafeln vom 





Fp. 160 bis 161° und [a], - 123° (in Chloroform) entstanden. 
Substanz Kohlensaure Wasser Kohlenstoff Wasserstoff 
g x g %o 
0,0862 0.2675 0.0863 84,62 11,14 
0,0735 0,2279 0.0724 84.56 10.95 
0.1025 0.3189 0.1017 84.85 11,02 
Berechnet far Coz Hyg: 84.79 10,99 


1 Diese Zeitschr. 195, 161 bis 174, 1928. 
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M. Sumi: Nachtrag. 413 


Das Acetat wurde in tiblicher Weise durch Acetylierung mittels 
Essigsiureanhydrid hergestellt und in Tafeln vom Fp. 170° und 
87° (in Chloroform) erhalten. 


i 





Substanz Kohiensaure Wasser Kohlenstoff W asserstoff 
8 8 g , 
0.0823 0.2473 0.0779 81,95 10,53 
Berechnet fiir Cog Hg, Oy: 82,07 10,37 


Durch Zusatz von einem Tropfen Essigsaiureanhydrid und kon- 
entrierter Schwefelsaure zur Chloroformlésung dieser Sterinkristalle 
yeht die rote Farbe in Blau und zuletzt in Blaugriin iiber (Liehbermann- 
Burchardsche Reaktion). Wird diese Chloroformlésung nach Zusatz 
einer geringen Menge konzentrierter Schwefelsaure geschiittelt, so wird 
die Schwefelsiureschicht blutrot, waihrend die Chloroformschicht 
farblos bleibt. 

Aus diesen Tatsachen geht hervor, dab man es bei diesem Sterin 
sicher mit Ergosterin zu tun hat. Ein Vergleich desselben mit dem 
vom Verfasser aus Mutterkorn oder Shiitake (Cortinellus Shiitake) 
isolierten Ergosterin zeigt die véllige Identitat der beiden Substanzen. 
Kine fernere Bestatigung der Identitat ist durch den Vergleich der 
\bsorptionsbander erbracht worden, indem im Ultraspektrum die 
Stelle des Absorptionsbandes der alkoholischen Loésung vollstandig 
iibereinstimmt. 
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Beitrag zur Kenntnis der Wasserstoffionenkonzentration 
und ihrer Bedeutung in der Brennerei. II. 


Von 
W. Diemair und kh. Sichert. 


(Mitteilung aus dem Institut fiir landwirtschaftliche Technologie 
Hochschule Weihenstephan. ) 


(Eingegangen am 19. Oktober 1928.) 


Mit 6 Abbildungen im Text. 


Die Erfahrung hat gelehrt, da ahnlich wie bei der Kartoffe! 
verarbeitung auch bei der Maisaufbereitung die Aziditatsverhaltniss 
eine nicht unwesentliche Rolle spielen, und zwar insbesondere bei de: 
Vorbereitung des Hefegutes und bei der Vergarung der Sii®maischen 
Dies riihrt vor allem daher, daB der Mais von Natur aus iiber wenige: 
Sauren und saure Salze verfiigt als die Kartoffel, so daB also der Anfang: 
siuregrad einer siiben Maismaische durchschnittlich oft nur ein Fiinft: 
von dem einer Kartoffelmaische betragt. 

Daraus ergibt sich die weitere Folgerung, dab beziiglich derjenige: 
Faktoren, die bestimmend auf die gesamten sauren Eigenschaften 
eines solchen Maischsystems wirken, wie die Titrationsaziditat, di: 
aktuelle Aziditat und die Pufferung, ganz andere Verhaltnisse vorliege: 
als bei Kartoffelmaischen 

Um diese Verhaltnisse genauer zu studieren, haben wir unser 
Arbeit iiber ,,die Bedeutung der Wasserstoffionenkonzentration in de: 
Brennerei auch auf Maismaischen ausgedehnt. 

Die Probeentnahme erfolgte direkt aus dem Vormaisch- und Ga: 
bottich bzw. aus dem Hefengefa8 und wurde im Laboratorium durch eine: 
Filterbeutel zweimal vorfiltriert und dann durch ein Seitzsches Labi 
ratoriumsfilter unter Zugabe von Asbest blank filtriert. Hierauf wurd 
durch kraftiges Schiitteln CO, ausgetrieben. 

Die einzelnen Proben untersuchten wir nach der bereits angegebene: 
Versuchsmethodik (1). Die Titrationskurven ermittelten wir aber, zw 
Unterschied derjenigen der Kartoffelmaischen in der Weise, da8 wir z 
100 cem Maischfiltrat nacheinander im Abstand von 0,5 bzw. l cem n 
bzw. n NaOH zuflieBen lieBen und elektrometrisch die jeweilige Wasse1 
stoffzahl feststellten. 
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Zur Demonstration der einzelnen Phasen des Pufferungsverlaufs 
nutzten wir wieder das Koordinatensystem, trugen aber zum Unter 
schied der friiheren Berechnung nicht die pqg-Werte, sondern die Gramm 
Wasserstoffionen auf die Ordinate und die Gramm Aquivalente Lauge 
if die Abszisse auf. 

Dadurch sind wir in der Ermittlung der GréBe der Pufferung und der 

Pufferungszunahme bzw. Abnahme von der sonst iiblichen Art abgewichen, 
iben aber die Méglichkeit der Feststellung und Festlegung der GréBe 
r Verdnderlichkeit der Pufferung in einzelnen Phasen des Pufferungs 
erlaufs erreicht. 

Fiir die Ableitung der GréBe der Pufferung, die wichtig fiir den Verlauf 
sowohl, wie fiir den Endpunkt einer Reaktion ist, haben Tdufel und 
Wagner (2), sowie Windisch (3) verschiedene Wege angegeben. Nach 
‘dufel kann diese Ermitthing empirisch erfolgen, indem man in einem 
rechtwinkligen Koordinatensystem auf der Ordinate den Wasserstoff- 
exponenten (negativer Logarithmus der H*-Konzentration) einer wasserigen 
Saurelésung und auf der Abszisse die zu einem Liter der Lésung wahrend 
ler allmahblichen Titration zugesetzte Menge Lauge in Aquivalenten auftrigt 
ind so die Titrationskurve ermittelt. Wie die Autoren zeigen, verlaufen 
in den kompliziert zusammengesetzten biologischen Fliissigkeiten die 
Titrationskurven iiber langere Strecken geradlinig und kommen zu dem 
SchluB, daB sich das Verhalten eines solchen Systems durch folgende 
Daten charakterisieren laBt: 

1. H’-Konzentration der Ausgangslésung ; 

2. Grenzen des annahernd geradlinigen Verlaufs der Titrations- 
kurve ; 

3. Neigung des anndhernd geradlinigen Verlaufs gegen die Ab- 
szissenachse. 

Nach Windisch wird die Pufferung in der Weise angegeben, dai der 
Verbrauch der durch die Saéure oder Lauge neu zugesetzten H’ bzw. OH’ 
und deren Umsetzung in Prozenten angegeben wird. Es wird bei dieser 
Berechnungsart nicht der Wasserstoffexponent, sondern es werden die 
Milligramm H° mit den Aquivalenten Laugenmengen in Beziehung ge- 
bracht. 

Diese Berechnungsart legten auch wir fiir unsere Versuche zugrunde, 
verfuhren aber in der Weise, daB wir in Abstinden von 2 zu 2cem n/10 
NaOH die Pufferungskapazitéat nach Windisch ermittelten und daraus 
die Durchschnittspufferungskapazitaét errechneten. Es soll diese Methode 
an den folgenden Beispielen naher erlautert werden. 


Die Wasserstoffionenkonzentration einer unvergorenen, aber bereits 
mit Hefe versetzten Kartoffelmaische betragt py 5,113 = 0,0000077 g H’ 
Zu 50cem dieser Maische wurden 2 cem n/10 Na OH (0,004 Aquivalente 
Lauge) zugegeben und hierauf die H’-Konzentration zu 0,0000054 g H’ 
ermittelt. 

Es wurden also durch die zugesetzte Lauge 0,0000023 ¢ H" ab 
gestumpft. Nach der Berechnung waren, wenn keine Pufferungsstoffe 
in dem System vorhanden wiiren, die gesamten Gramm H abgestumpft 
worden. Es sind aber nur 0,0000023 g H’ neutralisiert worden, wahrend 


27" 
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der Rest der OH’ von den Pufferungsstoffen absorbiert worden 
also 0,004 — 0,000002% 0.003 9977 g OH’. 


Daraus lat sich das Pufferungsvermégen prozentual ermitt: 

und zwar aus der Gleichung 
0,004 : 0,003 997 7 LOO: x. 
Die Pufferungskapazitat betragt demnach 99,94 °,,. 

In dieser Weise wurde von 0,004 zu 0,004 g-Aquivalent Lauy 
jeweils die entsprechende Pufferungskapazitat in Prozenten errechnet 
und daraus die durchschnittliche Pufferung ermittelt. deren Wert 
99.98 °., erreichte. 

In der SiiPmaische mit einer Wasserstoffionenkonzentration vor 
Pu 5,113 — 0,0000077 g H’ ermittelten wir eine Pufferungskapazitii' 
von 99,98 °.,. Zur Neutralisierung dieser Maische bis zum Neutralpunk: 
7,07 wurden 0,036 g-Aquivalent Lauge verbraucht, von denen 0,035 992 8 y 

99,98 °., von den Pufferungsstoffen aufgenommen wurden, wihren: 
nur 0,0000077 g OH’ zur Neutralisierung der in der Maische vor 
handenen H’ nétig gewesen wiiren. 

In der eintdgigen Maische mit einer H’-Konzentration von pg 4,654 
0,0000222 g H’ errechneten wir die Pufferungskapazitat zu 99,947 

Bis zum Neutralpunkt pq 7,07 wurden hier 0,042 g-Aquivalent Laug: 
verbraucht, von denen die Pufferungsstoffe 0.041978 g — 99.04 
absorbierten, waihrend die in der Maische vorhandenen H’ mit 
0,0000222 g¢ OH’ hitten neutralisiert werden kénnen 

Die zweitdgige Maische zeigte eine H’-Konzentration von py 4,703 

0,0000198 g H’. Zur Neutralisierung verbrauchte man 0,04 Aquivalent 
Lauge, woraus sich eine Pufferungskapazitat von 99,95 °,, 0.039 98 
OH’ ergab. Bei der zweitigigen Maische sind also 0,0000198 g-Aqui 
valent Lauge an die Pufferungsstoffe gegangen. 

Die vergorene Maische mit einer H-Konzentration von py 4.) 

0,0000126 g H  bedingte einen Laugenverbrauch von 00372 g 
Aquivalent Lauge und ergab also eine Pufferungskapazitat von 99.96 ‘ 
0,037 187 ¢ OH’. 

Die GréBe der Veranderlichkeit der Pufferung charakterisiert man 
am besten durch den Quotienten, der sich aus der Division der voi 
den Pufferungsstoffen absorbierten aquivalenten Laugenmenge de 
eintagigen, zweitagigen und vergorenen Maische mit denen der Sib 





maische errechnet. also fiir die 


eintégige Maische ... . . 0,0419778: 0,0359923 1,166, 
zweitigige Maische. . . . . 0,0399802: 0,0359923 = 1,110, 


vergorene Maische . . . . . 0,0371874:0,0359923 = 1,083. 
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n , , 
Wir kénnen nun zahlenmabig die Veranderlichkeit der Pufferung 
den einzelnen Phasen des Garverlaufs festlegen und beobachten 
tte ic Zunahme der Pufferung wahrend der Hau ptgdrung und eine schwache 
mahme vom zweiten zum dritten Gartag. 
Die Festlegung der zugenommenen Grammaquivalente H’ in den 
nzelnen Garstadien geschieht durch Subtraktion der Aquivalente 
Lauge der unvergorenen Maische von denen der ein- und zweitagigen, 
au wie der vergorenen Maische 
hnet : 
: Eintaéyige Maische: 
Vi r? al = - a ‘ 
OO4L 9778 0,035 9923 0,005 9855 g-Aquivalent Lauge. 
Zweitagige Maische: 
vol OO890 O80 0.085992 3 O.0038 ORRO 
Zitat : ; 
Vergorene Maischie “ 
unkt 
or 0.037 1874 0,035 992 3 O.0OLL9I50 es 
aol 
ren Die Windischsche Berechnungsart der Putferung durch | Ermittlung 
vor ler prozentualen Umsetzung der zugesetzten H" bzw. OH’ und die Berech 
ing der Nachgiebigkeit, die den reziproken Wert daraus darstellt, gibt 
ms eine befriedigende Erklairung fiir die Gesamtpufferung einer Lésung, 
4 wihrend die Tdujfelsche Methode uns nur einen Anhaltspunkt fiir dic 
7 Beurteilung der Pufferung innerhalb eines Teilstiickes des Kurvenverlaufs 
gibt. 
ug ‘ — 
4 Nach ihm wird die Pufferung so bestimmt, daB man eine Titrations 


kurve ermittelt und aus dieser eine langere geradlinig verlaufende Strecke 
mit herausgreift; darauf wahlt man zwei mdglichst entfernte Punkte und 
ermittelt aus den Differenzenquotienten von Aquivalenten zugesetzter 
\lkalilauge und dem zugehérigen Wasserstoffexponenten die GréBe der 





403 Pufferung. 
lent Die Ermittlung der Pufferungskapazitaét ist also von dem Verlauf 
Sy der Titrationskurve abhangig und kann nur in einem geradlinig verlaufenden 
yui leilstiick festgelegt werden. 
Da fiir uns die Veranderlichkeit der Pufferung in einzelnen Phasen 
4.{) des Girprozesses von Interesse ist, so erweiterten wir die Windisch sche 
 £ Methode dahin, daB wir von 0,004 zu 0.004 g-Aquivalent Lauge (ent 
2 sprechend von 2 zu 2 ccm) die Pufferung ermittelten und dann aus 
dem reziproken Werte die Nachgiebigkeit errechneten. Wir kénnen 
an so fiir jedes beliebige Teilstiick der Kurve die Pufferung und Nach 
Ol giebigkeit ermitteln. und zwar unabhdngig von dem Verlauf der Titra 
ler tionskurve; fernerhin ist uns die Moglichkeit gegeben, durch Addition 
iB der in einzelnen Stadien festgelegten Pufferungskapazitaten die Gesamt- 


pufferung des Systems zu ermitteln. 

Die Zunahme der Pufferung in Grammaquivalenten Lauge be- 
stimmt man durch Subtraktion der Gesamtpufferung der unvergorenen 
Maische von der Gesamtpufferung der einzelnen Garphasen und die 


\ertinderlichkeit durch Division der fiir die Pufferung verbrauchten 
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Grammiaquivalente Lauge der einzelnen Giarstadien durch die 
vergorene Lésung. 

Die daraus ermittelte Zahl gibt uns die GréBbe der im Verlauf : 
Garung sich verdndernden Resistenz des Substrats an 

Diese Methode fubt auf den gebrauchlichen Begriffen von Laug 
und Saureaiquivalenten und deren Verbrauch in Prozenten und is! 
unter Vermeidung héhermathematischer Berechnungen, auch fiir d 
Praxis des Betriebes leicht zu handhaben 


Als Versuchsobjekt fiir unsere Untersuchungen diente zunéchst ¢ 
wisseriger Maisauszug. ein Teil feingeschrotener Mais wurde mit 3 Teil 
srunnenwasser 1 Stunde zur erschépfenden Extraktion auf der Schiitt« 
maschine geschiittelt; hierauf wurde durch einen Filterbeutel und dara 
durch ein Faltenfilter filtriert. Der Vorlauf des Filtrats wurde so lan 
zuruckgegeben, bis das Filtrat blank ablief. Die Filtration wurde an eine: 
kalten Ort vorgenommen, so daB also die Enzymtitigkeit praktisch nahez 
ausgeschlossen war. 

In diesem Kaltwasserauszug ermittelten wir eine Wasserstoffzal 
von py 6,4. 

Beim Ddmp/{prozef ertihrt das Ausgangsmaterial, wie wir bei Kartoff: 
maischen schon beobachten konnten, eine tiefgreifende chemische Ver 
ainderung. Die Verarbeitung von Mais unterscheidet sich von der de: 
Kartoffel dadurch, da®B infolge der sehr harten und zahen Zellstruktur dix 
AufschlieBung bei héherem Druck vor sich geht und die Dampfdauer eins 
lingere ist. Der iiber Nacht gequollene Mais wird am niachsten Morgen bx 
offenem Lufthahn nach SchlieBen des Mannloches rasch von unten g¢ 
daimpft. Sobald Dampf aus dem Lufthahn zu entweichen beginnt, win 
dieser bis auf eine Vierteldrehung geschlossen und der Druck so gesteigert 
daB eine Stunde nach Beginn des Dampfens 3 Atm. erreicht sind. In de: 
folgenden halben Stunde wird bis auf 3,5 Atm. und in der nachsten bis 
auf 4 Atm. Druck weiter Dampf gegeben und dann nach einer Gesamt 
dampfung von 2 Stunden mit dem Hauptdruck von 4 Atm. ausgeblaser 
Wahrend der letzten Stunde der Dampfdauer wird der Lufthahn so 
stellt, da nur noch ganz wenig Dampf abblist, gegen Ende des Dampfen 
wird er ganz geschlossen. 

Nach Ablauf dieser Zeit wurde eine Probe aus dem Henzedampfer 
entnommen, mit Wasser 1:3 verdiinnt und griindlich eine halbe Stund« 
durch kraftiges Schiitteln extrahiert. Eine blank filtrierte Probe ergal 
bei der Untersuchung folgende Werte: 


Tabelle I. 





100 ¢ Material = n/10 NaOH 
Gesamt- 


e > . ; Formol- 
Bezeichnuny Azolith: \jeutral- Phenol Gesamt- Py " N léslicher 
mins phthalein- : ] 
rotsaure saure ‘ 
saure saure 
ccm cern ecm com mg my 
Mais 


Kaltwa&sserauszug ; 1,05 3.5 7,5 11 6.4 
Gedimpfter Mais 10alk. 5.5 alk 12,0 12 7,26 12 126 
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Diese Resultate zeigen zuniichst. dali selbst bei genauester Ein- 
ltung der Extraktionsbedingungen die Auslaugung eine unvoll- 
mmene ist Das mu’ wohl darauf zuriickzufiihren sein, da®B die 

Extraktion in diesen hochkolloidalen Lésungen infolge der trigen 
Diffusion der léslichen Anteile aus den groben Zellenbestandteilen eine 
angelhafte ist und dab die so ermittelten Zahlenwerte fiir gesamt 
slichen und formoltitrierbaren Stickstoff ungenau sind. Infolge der 
weistiindigen Kochdauer und des angewendeten hohen Druckes miissen 
Kiweibkorper und eiweiBartige Verbindungen zur Koagulation gebracht 
verden, was sich nach friiheren Beobachtungen deutlich in einer Ver 

minderung der Stickstoffwerte aubert 


Interessant und von nicht unwesentlicher Bedeutung fiir die 
Bereitung des Hefegutes sind die Verschiebungen in den Saureverhilt 
nissen, die das schwach alkalische Gebiet beriihren. Wir beobachten 
eine Sdureabnahme von 1,05 Saure zu 1.0 Alkalitét und eine Abnahme 
ler ..Neutralrotsiure’’ von 3,5 sauer zu 5.5 alkalisch, wahrend die 
Phenolphthaleinsiure’ von 7,5 bis 12,0 zunimmt. Es dndert sich 
iso die Gesamtsiure (Neutralrot Phenolphthalein) nicht. dagegen 
st eine Abnahme der Pufferung wahrzunehmen. 

Grobe Unterschiede zeigen sich bei der Gegeniiberstellung det 
wf Grund der Untersuchungen ermittelten Zahlenwerte fiir Mais- 
ind Kartoffelmaischen 


Tabelle Il. 





100 g Material n/10 NaOH 


Gesamt- 
Kezeichnung Azolith: Neutral: Phenol. Gesamt- Pq Formol- loslicher 
mins phthalein- N 
rotsaure 3 ure 
saure saure 
com cm ccm ccm my ng 
Gedampfte Kartoffel 4,0 13.5 34 47.5 6,0 48.50 180 
Gedampfter Mais 10alk. 55 alk 12.0 12.0 7,26 12,0 126 


Nach dem Ddmpjen wird zum Zwecke einer tiefgreifenden Auf- 
schlieBung das Maischgut unter plétzlicher Druckentlastung ausgeblasen, 
wodurch ein explosionsartiges ZerreiBen der Zellen erreicht wird. Die 
lurch Hochdruck verfliissigte und geléste Starke fallt beim Abkiihlen 
nicht sofort, sondern erst nach einiger Zeit aus. Dadurch ist es médglich, 
bei raschem Abkiihlen des Diaimpfgutes das Malz so rechtzeitig zur Ein- 
wirkung zu bringen, daB es die Starke noch in verfliissigtem, also fiir die 
Verzuckerung am besten geeignetem Zustande antrifft. 


Aus Tabelle [1] geht hervor, daB durch Hefezusatz die ‘Titrations- 
aziditat und die H -Konzentration nach der sauren Seite hin verschoben 
werden, wahrend sich die Werte fiir den gesamtlislichen und formol- 
titrierbaren Stickstoff nur wenig andern. 





420 W. Diemair u. K. Sichert: 


Tabelle IT. 





100 ccm Filtrat n/l0 NaOH 


Cre 
. olith- 4 ) . Formule 
Bezeichoung Azolith Neutral- Phenol. Gesamte PH N 6 
mons phthalein- 
rotsaure saure 
saure saure 
ccm ccm com com my 
Gedimpfter Mais . LOalk. 5.5 alk. 12.0 12.9 7,26 12.0 12 
SiBbe Maische ohne 
Hefe. . . : 2,5 10,0 21,25 31.25 5.78 10.8 
Siibe Maische mit Hefe 5,0 15,0 21,25 36.25 5.62 23,8 12 


Die Ergebnisse dieser Untersuchungen lassen fernerhin aul 
der Verinderung des Maischgutes durch die Malzzugabe auch « 
chemische und chemisch-physikalische Veranderung durch enzymatisc! 
Prozesse deutlich erkennen. Die H’-Konzentration erhéht sich dabei \ 
Pa 5,78 auf pq 5,62. Als Folge der Malzzugabe und des stattfindend« 
Maischprozesses ist auch eine Erhéhung des formoltitrierbaren w 
gesamtléslichen Stickstoffs zu erkennen und die Aufspaltung organisch: 
und anorganischer Phosphorsiureverbindungen, sowie die Bildun, 
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ganischer Sauren auBern sich deutlich in einer Zunahme der Titrations- 
iditat gegeniiber den drei Indikatoren Azolithmin, Neutralrot und 
Phenolphthalein. Aber diese Zahlenwerte erreichen nicht, wie bei 
Kartoffelmaischen, jene des Kaltwasserauszuges, sondern liegen weit 
berhalb derselben 
Die graphische Darstellung der elektrometrischen Titrationswert 
n Kurvenbild 1, die nach der in der Einleitung angegebenen Difinition 
errechnet wurden, zeigt uns die Tendenz zu einer schwachen, aber 
deutlichen Pufferungszunahme. an der vor allem die im Malz ent 
haltenen anorganischen und organischen phosphorsauren Salze, sowie 
die hochmolekularen Stickstoffsubstanzen beteiligt sind 


Im Kurvenbild 2 sind die experimentell gefundenen und nach 
ler von uns angegebenen erweiterten Methode beobachteten Anderungen 
der H’-Konzentration und der Pufferung einer Kartoffelmaische zu 
sammengestellt. 
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Abb. 2. Kartoffel 


Wie aus den Kurvenbildern hervorgeht, weichen die fiir die Mais- 
maischen errechneten Werte weit von denen der Kartoffelmaischen 
ab. Der niedere Gehalt an Eiweil und eiweibartigen Verbindungen 
nicht zuletzt vielleicht die Abwesenheit vitaminahnlicher Substanzen 
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bedingen die geringe Pufferungskapazitat. Aus den Titrationskur 
ist zu entnehmen, dab zur Neutralisierung der Kartoffelmaischen 
zum Neutralititspunkt py 7,07 0.033 g-Aquivalent Lauge notwen 
sind, wihrend Maismaischen dazu nur 0,017 g-Aquivalent Lauge | 
nétigen. Daraus errechnet sich eine Pufferungskapazitaét von 99,97 
bzw. 99,98 °., 

Weiterhin schien es von grober Wichtigkeit zu sein, die Aufnahn 
tahigkeit der Maismaischen fiir Schwefelsiure gegeniiber Kartoff 
maischen bei der Bereitung des Hefegutes zu priifen und die Aziditat 
verhaltnisse derselben zu verfolgen Die Bereitung der Brenner 
kunsthefe erfolgte nach der in der ersten Mitteilung angegeben 
Methode ; verwendet wurde die am eigenen Institut geziichtete Brenner: 
hefe W, 

Zur Ermittlung der Aufnahmefahigkeit benutzten wir wieder 
elektrometrische Titration und versetzten 100 ccm einer Sii®maische i 
Abstande von 0,5 zu 0,5 cem mit n Schwefelséure so lange, bis wir den fii 
praktische Verhiltnisse zweckmiabBigsten Azidititsgrad von py 3.15 ¢ 
funden hatten. 

Beim Vergleich der beiden Kurvenbilder (Kurvenbild 3) fallt uns 
der Unterschied in der Starke der Aufnahmefahigkeit auf und beweis! 
uns am besten die Eigenart der Zusammensetzung des Ausgangs 
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Aufnahmetahigkeit von Mais» und Kartoffelmaisclie fur H,SO,. 
Mais Kartoffel 
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Im allgemeinen ist zwar der Kurvenverlauf der gleiche, die Kurven 
yw aber ist deutlich anders. Die Resistenz einer Maismaische gegen 
die sauren Wasserstoffionen ist bedeutend geringer und veranlabt 
einen gewaltigen Sprung bei py 3,72 (0,027 Aquivalent), dessen Lage 
nd Grébe wiederum die Abwesenheit der in Kartoffelmaischen so 
thlreich vorhandenen Pufferungsstoffe vor Augen fiihrt. Hier wiederum 
st ein langsames, gleichmaBiges Ausbiegen der Kurve zu beobachten 
ind erst beim Aquivalenzpunkt von 0,046 ist ein deutliches Ansteigen 
les Kurvenastes gekennzeichnet 

Die Resistenz gegen die reaktionsverandernden Einfliisse der stark 
dissoziierten Schwefelsiure bei Kartoffelmaischen ist gréBer als bei 
Maismaischen, was die Anwendung einer geringeren Saiuremenge zur 
Herstellung einer brauchbaren Kunsthefe bei der Maisverarbeitung 
notwendig macht. 

Fiir die Grébe der Resistenz einer Kartoffelmaische gegen die 
\nderung der H’-Konzentration bis zu einem py von 3.15, verglichen 
mit der einer Maismaische, folgt aus der Gleichung: 

Verbrauchte Aquivalente H,S0O, (Kartoffel) 0.0453 
Verbrauchte Aquivalente H,SO, (Mais) 0.0293 
daB diese das 1,54fache betragt. 

Das MaB fiir die Pufferung und fiir die Veranderlichkeit der H’-Kon 
zentration ist natiirlich von anderen Faktoren, wie Art und Zusammen 
setzung, Alter, Lagerung, Wassergehalt usw. des Ausgangsmaterials 
sowie von der chemischen und chemisch-physikalischen Zusammen 
setzung des Substrats, namentlich von dem Dispersitatsgrad desselben 
abhangig, so da®B die fiir die .,idealen’’ Pufferungssysteme geltenden 
Gesetze auf diese kompliziert zusammengesetzten organischen Gemenge 
und Verbindungen keine Anwendung finden kénnen. 

Da sich die zugesetzte Saiure mit den in den Maischen befindlichen 
Stoffen nicht nach stéchiometrischen Gesetzen ins Gleichgewicht setzt 
so nimmt die Wasserstoffionenkonzentration, wie aus den vorstehend 
besprochenen ‘Titrationskurven von Mais- und Kartoffelmaischen 
hervorgeht, bei Zugabe von starker (praktisch vollstindig dissoziierter) 
Saure nicht in dem entsprechenden Betrag zu. 

Dasselbe gilt auch fiir den Laugenzusatz. Wir haben die ent 
sprechenden Veriinderungen der H’-Konzentration und der Pufferung 
auch hier verfolgt und mit Hilfe der ermittelten Daten Kurvenbildet 


konstruiert. 

Die Zahlenwerte in Tabelle IV zeigen uns zunachst, dali im Verlaut 
der eintagigen Hefegirung eine Zunahme der potentiellen und aktuellen 
Séure stattfindet, die aber niedriger ist als diejenige einer ebenso lang 
vergorenen Siifmaische. Die Azolithminséure erhéht sich praktisch nur 
schwach, dagegen andert sich deutlich die Wasserstoffzahl. Ein Unter- 
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schied zwischen Kartoffelmaische liegt darin, dali sich die .,Neutra 
siure* erhéht, ohne daB sich aber gréBere Schwankungen in der Puffs 
bemerkbar machen. Der Betrag der schwachen Zunahme der Puffey 
bei eintagigen Hefemaischen erreicht die GréBe derjenigen einer Kart: 


hefenmaische. 


Tabelle IV. 











100 com Filtrat = n/10 NaOH P 
€ 
Azo Ny Phenol. ‘ For. *8" t Sac: 
tr . , wo 
Be zeichnun, lithe cutra’’ phtha- - Py mob oO cha 
mins rot. lean: sam N ~~ rose 
saure Saure saure Saure 
com com com com ms TT) Bll 
Kartoffel : 
Saures Hefengut 63 84.0 36.0 120 53.61 62.1 156.8 22.1 
Reife Hefe . . 6S 84.0 13.5 97.5 348 14.0 79 5.4 1.02 
Mais: 
Saures Hefengut 40 52.5 | 32.5 85,0 | 3.87 35.0 157 21,0 
Reife Hefe 7 40 50.0 | 23,7 73.7 | 3.65 10.0 4O 6.7 1.07 
Kartoftelflocken : 
Saures Hefengut 62.5 77,5 36,25 113.75 3.58 63.0 20,1 
Reife Hefe . . 625 700 16.25 86.2 3.39 21.84 5.7 1.05 
—_— 
> 
| 
Aqu. Lauge Ag auge 
Abb. 4 Abb. 5. Kartoffelflocken 
I Mais, saures Hefegut —-— Saures Hefegut 
Il Mais, reife Hete —— Reife Hefe 


-—— Ill Kartoffel, saur Hefegut 
-—— IV Kartoffel, reife Hefe 


Mit den Kurvenbildern 4 und 5 stellen wir die elektrometrisch 
ermittelten Titrationskurven des Kartoffel-. Mais- und Kartoffel- 
flockenversuchs einander gegeniiber und kinnen dabei feststellen, dai 
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wohl die aktuelle wie die potentielle Aziditat deutlich voneinander 
weichen. 
Die Titrationswerte gegen die drei Indikatoren sind bei der Kartoffel- 
aische am héchstea, dann folgt die Kartoffeltlockenmaische, wahrend 
lie Maishefemaische die niedrigsten Daten aufweist. Die Wasserstoffzah! 
erreicht bei Kartoffelflocken mit einem pg von 3,39 das Maximum 
Die Abbildungen zeigen fernerhin einen deutlichen Unterschied 
u den Saéurekurven, wo die Werte der Maismaische weit unterhall 
derjenigen der Kartoffelmaische liegen. Das Kurvenbild der Kartoffel 
flocken dagegen deckt sich fast ganz mit dem der Kartoffelhefe. 
Trotz der Verschiedenheit der Pufferungskurven vor der Garung 
verschiebt sich im Verlauf des eintagigen Garprozesses die Kurvenlage 
nur um einen geringen, bei allen drei Versuchen nahezu gleichen Betrag 
\us unseren Versuchen geht also hervor, daB durch die Malzzugabe 
bei der Kunsthefebereitung auberst giinstige Substratbedingungen fiir 
die Hefe geschaffen werden, die ihrerseits infolge des hohen Gehalts 
an hochmolekularen Stickstoffsubstanzen. Aminoséuren, organischen 
Salzen, Ammonsalzen und phosphorsauren Salzen die Pufferungs 
<apazitat des Systems bedeutend erhéhen Es ist demnach leicht 
erklarlich, daB unter diesen giinstigen Verhaltnissen die Pufferungs 
zunahme wihrend des Garverlaufs nur eine geringe ist. 
Unsere Befunde bestatigen die Ansicht von Boas (4), Rubmer (5), 
Vaillard (6), Iwanoff (7) u. a., daB EiweiBausscheidungen nur bei Hefen 


mit geringer Vitalitat stattfinden; denn bei schlecht vergorenen Maischer 
konnten wir immer eine deutliche Pufferungszunahme beobachten. 


Wenden wir uns nun dem Verlauf der Pufferung und der Anderung 
der Aziditatsverhaltnisse wihrend des Gdrprozesses zu 

Die Garung der Hauptmaische, die durch die Anstellhefe ein 
geleitet wird und bei etwa 22 bis 24° R vor sich geht, dauert 72 Stunden 
Die Konzentration der zur Vergirung angestellten SiiBmaischen, bei 
gleichzeitigem Hefezusatz bewegt sich unter den heutigen Arbeits 
bedingungen um 18 bis 21° Balling. 

Die einzelnen Proben wurden aus den Bottichen nach 24, 48 und 
72 Stunden entnommen und nach der angegebenen Methode vor 
behandelt. 

Auffallend ist nach dem eintagigen Garverlauf die Verschiebung 
der Wasserstoffionenkonzentration nach der sauren Seite, die aber 
zum Unterschied der Kartoffelmaische nach unseren Versuchen erst 
nach Ablauf des zweiten Gartages ihr Maximum erreicht 


Bermann (8) beobachtete eine Gesetzmabigkeit beim Zusammen- 
fallen der Saure- und Pufferungsmaxima bei Hefegarungen, die nach 
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ihm in dem natiirlichen Verlauf des Lebensprozesses der Hefe zu suc! 
ist. Ein Nichtzusammentreffen der Maxima beider Kurven dew 
auf eine Anomalie der Garung hin. 


Wir kénnen uns auf Grund unserer Versuchsergebnisse bei Brenner 
maischen nicht diesem neu angegebenen Kriterium anschlieBen; de: 
wie wir an anderer Stelle (9) schon ausfiihrlich berichtet haben. ist 
die Anderung des Pufferungsverlauts eines Maischsystems nicht all 
eine Funktion der Hefevitalitat, sondern auch eine Arteigenschu/t 
der Heferasse. Da8B bei diesen Pufferungsveranderungen zugleich das 
Substrat eine wesentliche Rolle spielt, zeigen unsere gemachten Beo 
achtungen bei Mais-, Kartoffel- und Rosinenvergirungen. 


Wahrend bei Kartoffelmaischen nach dem ersten Gartag (Haupt 
girung) eine deutliche Verschiebung der Aziditiit gegen die saure Seit: 
bei gleichzeitiger maximaler Abnahme der Ballinggrade zu beobachte: 
war, schwankte die Pufferung zwischen schwacher Zu- und Abnahnw 
ein Umstand, der vor allem in der verschiedenen Zusammensetzung 
des Ausgangsmaterials, besonders aber in der chemisch-physikalische: 
Veranderung des Systems durch den DampfprozeB begriindet zu sei: 
scheint. 

Andererseits aber haben wir gerade bei Kartoffelmaischen dir 
Tendenz des Zusammentreffens des Siuremaximums mit dem Maximun 
der Pufferung und der Vergirung zu beobachten Gelegenheit gehabt 
und zwar nach Ablauf der 24stiindigen Hauptgarung. 


Es scheint also, dab bei Brennereimaischen nicht die Notwendigkeit 
des Zusammenfallens dieser Maxima besteht. wie sie Bermann bei der 
Hefefabrikation beobachtete, wo nach ihm bei vorhandener gréBte: 
Sauremenge die Hefe am schutzbediirftigsten sein soll. 

Zum Verstandnis und zur besseren Erlauterung der von uns beobachtete: 
Prozesse sollen die nachfolgenden Tabellen und Abbildungen dienen. Wi 
beriicksichtigen dabei ausdriicklich die Verarbeitung von Kartoffel, Mais 
und Kartoffelflocken. Abb. 1 stellt eine Maismaische, Abb. 2 eine Kartoffel- 


maische in den verschiedenen Garstadien beim Anstellen, 24 Stunde: 
vergoren, 48 Stunden vergoren, 72 Stunden vergoren — dar. 


Auffallend ist an diesen Bildern zunachst der verschiedene Kurven 
verlauf innerhalb der einzelnen Giarstadien. Wahrend bei Kartoffel 
maischen sich die Kurvenlinien in nahezu gleichen Abstiénden von 
einander bewegen, liegen die der verschieden vergorenen Maismaischen 
in einem engen Biindel beisammen. 


Abb. 2 weicht von der ., Bermann-Norm* (Zusammenfallen der Maxima 
fiir Aziditat und Pufferung) ab, und wir beobachten eine Verschiebung der 
aktuellen Aziditét bis zu einem py von 4,8, mit dem auch das Maximum 


der Pufferung zusammenfallt. Am zweiten Gartag steigt die Aziditat bis 
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einem Maximum von py 4,7, der Kurvenast verléuft nahezu parallel 

dem der 24 Stunden vergorenen Maische, um dann nach Ablauf von 
72 Stunden gewaltig zu sinken. Von hier weg nimmt der Séuregrad ab, 

ne aber den Anfangswert der Anstellmaische zu erreichen. Dabei kénnen 
r auch eine weitere Abnahme der Pufferung konstatieren, mit der zugleich 
is Optimum der Vergirung auf 0,9° Blig. zusammentrifft. 

Abb. 1 zeigt schon nach 24 Stunden ein deutliches Anwachsen der 
\ziditat bei gleichzeitiger Zunahme der Pufferung; hier hat aber eine 
\bnahme nur bis zu 6.4° Blig. stattgefunden, der sicherste Beweis fiir den 
Stickstoffmangel des Substrats, durch welchen die Vitalitat der Hetfe 
‘+htlich gestért wurde. Am zweiten Tage tritt eine weitere Verschiebung 
es Saéuregrades bis zu einem Maximum von pq 4,58 ein, mit dem aber 
ir das Maximum der Pufferung, nicht aber der Vergérung zusammenfillt 
Im Verlauf des dritten Gartages sinken Aziditét und Pufferung, erreichen 
iber nicht die Anfangsaziditat. Hier liegt das Optimum der Vergarung. 


Interesses wegen méchten wir an dieser Stelle auch das Kurven- 
bild (6) einer Kartoffelflockenmaische ebenfalls in den verschiedenen 
(;arstadien demonstrieren. 


—_———— — 
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% | * SuBe Maische 
_ 1 Eintagige Maische 
3 2 Zweitigige Maische 
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Aqu. Lauge 
Abb. 6. Kartoffelflocken 


Dieses zeigt uns deutlich die auffallenden Abweichungen und Anderungen 
beziiglich der Aziditat und Pufferung, die wahrend des Garprozesses gleich- 
maBig verlaufen und nach 72 Stunden ihr Maximum erreichen. Parallel 
damit verléiuft auch der Garprozel. 


Auf den Zusammenhang der Siurekurven mit dem formoltitrier 
baren und gesamtléslichen Stickstoff unter gleichzeitiger Beriick- 
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Tabelle V. 





100 com Maische = n'10 NaOH G 
—_ = Ce 
Ase Neutral Fhenel- G Fors “ieee I 
. lith. . i 1€s OS+ ult 
Hessichnung —_ rote 7 samt- | PH “y licher ” Bile ru 
saure saure saure saure 5 N 
ccm com ccm com my meg 
Kartoffel : 
Sibe Maische ohne 
St yg 30 27.5 575 52 56 180 | 228 
Siibe Maische mit 
Hefe. . ats 5,1 _ — 1,00 
Kintagige Maische 28 45.0 75 525 48 16 97 | 48 1,168 
Zweitagige Maische 29 425 115 540 4,7 18 82 13 1,110 
Reife Maische .. 32 425 120 545 4.78 19 97 0.9 1,038 
Mais 
Sabe Maische ohne 
Ree ear al. 25 10.0 21,25 31,25 5,78 308 149 20.0 
Saibe Maische mit 
OO Sa aaee 50 150 21,25 36.25 5.62 28.56 125 184 1,00 
Kintagige Maische 16,5 23,75 15,00 38,75 467 14 638 6.4 1,498s 
Zweitagige Maische 22,5 | 27.50 18,25 45,75 4,58 9,24 55,7 0,05 1,529 
Reife Maische .. 17.5 23.75 17.00 40.75 4.70 112 04 149% 


SaiBe Maische ohne 


Hefe. . .... 10,0, 20,0 33,75 53,75 5,68 66,64 168 21.8 1,000 
Kintagige Maische 22,5 32,5 13,75 46,25 483 112 98 45 1,5994 
Zweitagige Maische 25,0 35,0 11,25 46,25 4.82 5.6 1,45 1,7994 
Reife Maische .. 25.0 37.5 12.50 50.0 4,72) 12.6 1,20 1,894 


sichtigung der ..Azolithmin-, Neutralrot- und Phenolphthaleinsaure 
wollen wir hier nur in aller Kiirze eingehen. 

Wie man aus den obenstehenden Versuchsergebnissen entnehmen 
kann, werden im Verlauf der Garung grobe Mengen Saure gebildet 
die sich nicht nur in einer Zunahme der Azolithminsaure, sondern 
vor allem auch in dem Anwachsen der Werte fiir Neutralrotsadure 
auBern und in der gleichzeitigen Abnahme des formoltitrierbaren und 
gesamtléslichen Stickstoffs begriindet sein mul. 


Wahrend bei Kartoffelmaischen die Maxima der Neutralrotsaure 
und der Pufferung nach einer eintagigen Gardauer zusammenfallen 
und sich das Maximum der H ’-Konzentration auf den zweiten Girtag 
verschiebt, um gleichmiBig mit der Neutralrotsaure und der Pufferung 
zu sinken, treffen sich bei Maismaischen die Maxima fiir Neutralrot- 
Azolithminsaure, Wasserstoffzahl und Pufferung nach zweitagiger 
Gardauer und nehmen gleichmabig bis zum Stillstand des Giir- 


prozesses ab 
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Ganz anders verhalten sich Kartoffelflockenmaischen, deren 
Verte fiir potenticlle und aktuelle Aziditat und fiir die Pufferung bis 
1 einem Maximum nach Ablauf von 3 Tagen ansteigen 

Der Formolstickstoff und der gesamtlésliche Stickstoff sinkt bei 
en drei in Betracht gezogenen Garproben nach einer eintagigen Gir- 
laner auf ein Minimum und nimmt im Verlauf der weiteren Garung 
ingsam zu. Dabei ist eine Parallelitat zwischen der Zunahme des 
Stickstoffs (formoltitrierbaren und gesamtléslichen) und der Pujfferung 
hei Mais und Kartoffelflockenmaischen zu beobachten. Es ist also 
die Annahme berechtigt, daB hier vorwiegend EiweiSkoérper oder 
eiweiBartige Verbindungen als Regulatoren wirksam sind 


Zusammenfassung. 

Fassen wir die Versuchsergebnisse zusammen, so kommen wir zu 
dem SchluB, daB die Messung der H'-Konzentration und der Pufferung 
ein wertvolles Mittel darstellt, um die Garungsvorgange in der Brennerei 
auch bei der Maisverarbeitung gut zu kritisieren. 

Wie eingangs schon erwahnt, unterscheiden sich Maismaischen 
beziiglich der Aziditat und Stickstoffverhaltnisse ganz wesentlich von 
den Kartoffelmaischen und zeigen diese Unterschiede auch wahrend 
des ganzen Girprozesses. Auffallende Abweichungen treten auch bei 
Kartoffelflockenmaischen auf. 

Was die Saiurekurven anbetrifft, so finden wir einen deutlichen 
Unterschied darin, daB im Verlauf der Garung Kartoffelmaischen ein 
niedrigeres py-Maximum (py 4,7) als Maismaischen (py 4,58) aufweisen 
AuBerdem erkennt man aus unseren Befunden, daB die Bildung von 
titrierbarer Saure (Azolithmin-, Neutralrot- und Phenolphthaleinsaure) 
bei Maismaischen gréBer ist als bei Kartoffel- und Kartoffelflocken- 
maischen, eine Erscheinung, die nach unseren friiheren Beobachtungen 
auf den Stickstoffmangel der Hefe zuriickgefiihrt werden muB. Infolge 
mangelhafter Stickstoffernahrung sieht sich die Hefe veranlabt, ihr 
eigenes EiweiB energisch anzugreifen, so dab viel EiweiB und Eiweib- 
abbauprodukte aus kontrahierten, abgestorbenen Hefezellen in dem 
Substrat vorgefunden werden. Daher beobachten wir auch hier ein 
Maximum der Pufferung. 

Im Gegensatz zu Bermann kinnen wir keine Gesetzmabigkeit 
in dem Ansteigen der Siure- und Puffernngskurve beobachten. Bei 
einem Nichtzusammenfallen der Maxima beider Kurven waren trotzdem 
die Resultate der Vergirung am besten; denn wir fanden bei Kartoffel- 
maischen trotz niedrigerer Pufferzunahme als bei Maismaischen und 
obwohl sich Saure- und Pufferungsmaxima nicht deckten, die griind- 


lichste Vergarung. 
Biochemische Zeitschrift Band 204. 28 
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Die vorliegende Arbeit, die das vorlaufige Resultat der Versuc 
wahrend einer Brennkampagne darstellt, zeigt, dab auch auf dem d 
Brauerei- und PreBhefeindustrie nahestehendem Brennereigebiet a 
Grund der Beobachtungen der H-Konzentration und der Pufferw 
praktisch wertvolle Ergebnisse erzielt werden kénnen 
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Eine neue 
charakteristische Farbreaktion der Thymonucleinsaure. 


Von 
Zacharias Dische. 


Aus der physiologisch-chemischen Abteilung im physiologischen Institut 
der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 19. Oktober 1928.) 


Werden einige Kubikzentimeter einer 0,25°,igen Loésung der 
Thymonucleinsaure mit Salzsiure so versetzt, dab deren Gehalt 0.5", 
betragt, 0,1 bis 0,2 ccm einer 1 °.,igen alkoholischen Indollésung hinzu- 
gefiigt und etwa 5 Minuten in siedendem Wasserbad erhitzt, so nimmt 
die Fliissigkeit eine intensive Orangefarbung an. Nach Abkiihlung 
triibt sie sich. Wird die getriibte Fliissigkeit mit Chloroform aus 
geschiittelt, so beobachtet man folgendes: Das Chloroform bleibt voll- 
kommen farblos, die wasserige Lésung dagegen zeigt eine gelbbraune 
Farbe. An der Grenzfliche zwischen Chloroform und wasseriger Losung 
sammeln sich dichte rote Flocken an. Die wiasserige Phase ist manchmal 
noch etwas getriibt, durch Zentrifugieren oder laingeres Stehenlassen 
wird sie jedoch vollkommen klar. Die Reaktion geht auch bei geringerer 
Salzsaurekonzentration vor sich. Nur muB man dann entsprechend 
linger erhitzen. Bei einem Gehalt an Salzsiure von 0,1°,, z. B. tritt 
erst nach 15 Minuten die Reaktion etwa so stark auf, wie bei einem 
Gehalt von 0.5°,, nach 5 Minuten. Auch ist der Farbton der wasserigen 
Phase in dem ersteren Falle etwas anders, naimlich nicht gelbbraun, 
sondern rétlichbraun. Die Reaktion ist auf die Kohlehydratkomponente 
der Thymonucleinsaure zuriickzufiihren, denn setzt man sie mit einer 
'/,°.igen Lésung einer pflanzlichen Nucleinsaure an (hefenucleinsaures 
Na Merck), so vbekommt man iiberhaupt keine Farbreaktion. Die 
Hefenucleinsaure unterscheidet sich aber durch die verschiedene Natur 
der Kohlehydratkomponente von der Thymonucleinsiure. Alle unter 
suchten Zucker und die aliphatischen Aldehyde geben mit Salzsaure 
und Indol in der Hitze Farbreaktionen, wenn auch bei manchen Zuckern 
erst in viel gréBerer Konzentration als bei der Thymonucleinsaure. 


IR * 
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Dabei tritt bei den Kohlehydraten eine rote, bei den aliphatisch« 
Aldehyden eine Orangefarbung auf. Zum Unterschied von der Thym 
nucleinsiure aber gehen beide Farbstoffe beim Ausschiitteln mit Chlor: 
form restlos in denselben iiber, so da die wiasserige Phase vollkomm« 


( 


farblos erscheint. Dies ist noch bei 24, °,igen Lésungen von Glucoss 
Mannose, Galaktose, Xylose und |.°,iger Lésung von Fructose dé 
Fall. Bei der letzteren ist die Intensitat der auftretenden Rotfarbun, 
etwa 200mal starker als bei der Glucose. Glucosamin gibt tiberhaup: 
keine Reaktion. Methylglyoxal, Glycerinaldehyd und Dioxyaceton ver 
halten sich wie die gewOhnlichen Aldehyde. 

Es sind Versuche im Gange, um die hier beschriebene Farbreaktio: 
der Thymonucleinsaure fiir ihre kolorimetrische Bestimmung = it 


tierischen Organen anzuwenden 











7 Uber Ultrafiltration als EnteiweiGungsmethode 
fiir die Bestimmung des Amino- und Reststickstoffs im Blute. 


Von 
B. A. Wilenski. 


Aus dem biochemischen Institut des Kommissariats fiir Volksgesundheit 


in Moskau.) 


(Eingegangen am 20. Oktober 1928.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Versuche, biologische Fliissigkeiten durch Ultrafiltration von 
EiweiBkérpern zu befreien, sind nicht neu. In der Literatur finden sich 
Angaben tiber die Anwendbarkeit dieses Verfahrens bei der Bestimmung 
des Reststickstoffs im Blute (1) (2) 

Der ausgedehnten Anwendung der Ultrafiltration steht aber 
die Umstandlichkeit des Verfahrens im Wege, und die meisten Autoren 
ziehen es vor, die EiweiBkérper durch verschiedene Fallungsmethoden 
zu beseitigen. Jedoch sind auch die Fallungsmethoden mit gewissen 
Nachteilen behaftet, die das Bestreben berechtigen, neue, vollkommenere 
EnteiweiBungsverfahren auszuarbeiten Von den Mibstanden der 
Fallungsmethoden seien folgende erwahnt: 

1. Ein gewisser Anteil des Reststickstoffs kann durch die Ejiweil- 
niederschliage zuriickgehalten werden; dariiber liegen Angaben in der 
Literatur vor (3) (4) (5), und es wird auch durch einige von unseren Ver 
suchen bestatigt. 

2. Die Rest-N-Werte bei den verschiedenen Fallungsmet hoden stimmen 
nicht tiberein. Dies weist darauf hin, daB die Vorgange der Absonderung 
der EiweiBstoffe von der Intermizellarfliissigkeit bei der Anwendung ver 
schiedener Fallungsmittel ziemlich weitgehend verschieden sind. Leider 
ist gegenwartig iiber die Wirkungsweise der verschiedenen Fallungsmittel 
recht wenig bekannt. Es fehlen uns daher sehr oft die nétigen Anhalts 
punkte, um die eine Fallungsmethode der anderen vorzuziehen 
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3. In einer Reihe von Fallen wirkt das Vorhandensein des Fallu 
mittels in der zu untersuchenden Fliissigkeit bei den nachfolgen 
Analysenverfahren stérend. 


Die Ultrafiltration ist fast vollstandig frei von diesen Nachteil: 
In der vorliegenden Arbeit soll ein einfacher, handlicher Ultrafiltratio: 
apparat beschrieben werden. Der Apparat besteht aus zwei Gefil 


A und B (s. Abb. 1)?. 


Der untere konische Teil von A ist aus einer porésen Glasmas 
angefertigt ; das GefaB steht mittels eines Hahnes mit der Wasserstra! 
pumpe in Verbindung. In das GefaB B wird die zu ultrafiltrierenc: 
Fliissigkeit (etwa 20 ccm) gebracht und 
das GefaB A nach Auftragen der Kol! 
diumschicht hineingetaucht. Die Koll 
diumschicht wird auf folgende Weis: 
aufgetragen: GefiB A wird in 4°, ig 
alkoholisch - atherische Kollodiumlésung 
getaucht? (etwa so tief, wie in der Abbi! 
dung durch den Strich a angegeben ist 
Man nimmt das GefaB heraus, laBt das 
iiberschiissige Kollodium abtropfen und 
das Gefa8 10 bis 20 Minuten an det 





Luft stehen. Nachdem man diesen Vor 
gang dreimal wiederholt, ist der Ultra 
filter gebrauchsfertig. 


Abb. 1 


Das Reinigen und Waschen des GefaiBes A nach dem Gebrauch 
bietet keine Schwierigkeiten: die Kollodiumschicht kann einfach ab 
gerissen werden, und der porése Teil des GefaiBes wird mit heiben 
Bichromatgemisch gewaschen oder vorsichtig ausgegliht. Letzterenfalls 
ist darauf zu achten, dab die Temperatur nicht héher ansteige als dir 
Temperatur der dunklen Rotglut, da die Kérner des porésen Teiles 
sonst zu einer undurchlassigen Masse zusammensintern. 


Mittels eines solchen Ultrafilters kann man bei einem Innendruck 
von 15 mm Hg aus zehnfach verdiinntem Blute durchschnittlich 1 cem 
vollstandig eiweiBfreies Ultrafiltrat pro 1 Minute gewinnen. Unver 
diinntes Plasma geht von Anfang an drei- bis viermal langsamer durch 

Bei der systematischen Priifung des Ultrafiltrationsvorganges 
gelangten wir zu folgenden Ergebnissen: 


' Die GefiBe wurden auf spezielle Bestellung von der Firma Ernst Leitz 
hergestellt, von der sie auch bezogen werden kénnen. 

2 Recht gute Resultate liefert Kollodium von Kahlbaum, Qualitat 
DAB 6. 
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1. Bei der Ultrafiltration von destilliertem Wasser werden keine 
stickstoffhaltigen Substanzen aus dem Ultrafilter extrahiert. 

2. Bei der Ultrafiltration von Lésungen von NH,SO, (0,004 g N 
pro 100 cem Lésung), Harnstoff (0,001 g N pro 100 cem Lésung), Glykokoll 
),0007 g N pro 100 cem), Tryptophan (0,0006 g N pro 199 cem), Glycyl 
Janin (0.0011 g N pro 199 cem), Harnsaure (0.00035 g N pro 100 cem) 
und Kreatinin (0,0002 g N pro 100 cem Lésung) wird keine der ge 
nannten Substanzen vom Ultrafilter zuriickgehalten 

3. Bei der Ultrafiltration von zehnfach verdiinntem Blute oder 
Plasma, sowie von unverdiinntem Plasma bleibt der Gehalt an Rest-N 
nach dem Verfahren von Engelhardt-Ljubimowa) und an Amino-N 
(nach Folin) in aufeinanderfolgenden Proben der Ultrafiltrate wahrend 
6 Stunden bestandig (s. Tabelle I). 


Tabelle I. 


Rest-N und Amino-N in Milligrammen pro 100 cem Blut bzw. Plasma. 





Zeit nach Beginn der Ultrafiltration 


20 Min I'/, Std 4 Std 5 Std 6 Std 

Hundeblut | Rest-N 36,2 36.4 36.2 36.3 36,2 
10fach verdiinnt| Amino-N 14.3 14,4 14.4 14,1 14,4 
Kaninchenblut | Rest-N 42.6 42.6 42.6 42.4 42.6 
10fach verdiinnt| Amino-N 11,1 10,9 10.6 11,0 11,0 
Hundeplasma { Rest-N 33,2 33,1 33,0 
1Ofach verdiiunt| Amino-N 96 9.6 97 9.7 9.6 
Hundeplasma | Rest-N 35.7 36.0 35.6 an 
unverdinnt | Amino-N 7.1 7,1 7,2 7.1 


Hieraus ist zu schlieBen, dab fermentative und bakterielle Prozesse 
unter solchen Bedingungen ohne merklichen EinfluB bleiben 

4. Bei der Anwendung von ungewaschenen Ultrafiltern, in deren 
Kollodiumschicht noch eine geringe Menge Alkohol zuriickgeblieben ist 
kiénnten Bedenken folgender Art entstehen: 1. der Alkohol kénnte das 
erhaltene Ultrafiltrat verdiinnen; 2. der Alkohol kénnte die Unter 
suchungsergebnisse durch Einwirkung auf die Eiweibstoffe entstellen 
Unsere Versuche beweisen aber, dab diese Befiirchtungen unbegriindet 
sind. Bei aufeinanderfolgender Filtration ciner Reihe von Portionen 
der gleichen Blut- bzw. Plasmalésung durch ein und denselben Ultra 
filter erhielten wir stets Ultrafiltrate, deren Gehalt an Rest-N sowie 
an Amino-N konstant blieb. Dieser Umstand beweist, dab die Menge 
des Alkohols zu gering ist, um irgendwelche Veranderungen zu verur- 
sachen; itbrigens verfliichtigt sich der Alkohol infolge des niedrigen 


Druckes in dem GefaB A sehr schnell 
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Tabelle lI. 

Rest-N und Amino-N in Milligrammen pro 100 ccm Blut bzw. Plasn 
Portion Portion Portion Portion Portior 

1 2 3 4 5 

Hundeblut {| Rest-N 40,7 40,5 40,5 40.6 40.8 
10fach verdiinnt|) Amino-N 13,1 13,2 13,2 13,1 13.3 
Hundeblut || Rest-N 33,2 32,7 32,9 33,0 33.0 
10fach verdiinnt| Amino-N 11,0 11,2 11,2 11,0 11,1 
Hundeblut {| Rest-N 37,7 37,6 37,4 37,4 37,6 
10fach verdiinnt|) Amino-N 11,8 11,5 11,5 11,8 11,7 


5. Ultrafiltrate aus ein und denselben Blut- oder Plasmalésungen 
in verschiedenen, gleichartig hergestellten Ultrafiltern gewonnen 
haben einen innerhalb der Fehlergrenzen der Bestimmung konstanten 
Gehalt an Rest-N und Amino-N (vgl. Tabelle IIT). 


Tabelle III. 
Rest-N und Amino-N in Milligrammen pro 100ccm Blut bzw. Plasma 





Nr. der Ultrafilter 


1 2 3 4 5 
Hundeblut {> Rest-N 38,0 38,4 88.3 38,0 38,2 
10fach verdiinnt|) Amino-N 9.8 10,1 10,0 99 99 
Hundeblut || Rest-N 39,6 40,9 39,8 39,9 39,7 
5fach verdiinnt | Amino-N 12,7 12,5 12.5 12.8 12,7 
Kaninchenblut {| Rest-N 82.3 32.5 32,3 32.3 
10fach verdiinnt| Amino-N 12.1 12.1 12,3 12.3 
Hundeplasma { Rest-N 21,4 21,4 21,0 
10fach verdiinnt| Amino-N 7,7 7,7 7.6 


6. Der Gehalt an Rest-N und Amino-N in den Ultrafiltraten von 
verschieden verdiinnten Blut- und Plasmalésungen ist der Verdiinnung 
umgekehrt proportional (vgl. Tabelle IV). 

Tabelle IV. 
Rest-N und Amino-N in Milligrammen pro 100 ccm Ultrafiltrat. 





Un. Verdiinnung 

verdiinnt, 2fech  Sfach | 1Wfach | 20fach | SMfach 
Hundeblut | Rest-N 4.3 2,15 1,07 0,44 
undeblut |) amino-N i ide 1.30 0,64 0,325 0,13 
Hundeblut {| Rest-N 7,73 3,85 1,9 0,76 
mdeblut | amino-N 2.08 1,03 0,52 0,21 
Hundeplasma | ,Rest-N 19,7 9,22 4,01 2,01 0,99 0,39 

indepliesm® || Amino-N 7,4 38 150 074 0,37 
ae { Rest-N 22,3 11.2 450 22 110 044 
undeplasma | 4 nino-N 92 45 1.8 0.91 0,47 0,18 





en 


en 


fen 
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7. Vergleicht man den Gehalt an Rest-N und Amino-N in Ultra 
filtraten aus Blut (bzw. Plasma) und in Filtraten desselben Blutes 
nach Fallung der Eiweibstoffe!, so ist im Ultrafiltrat stets mehr Rest-N 

id Amino-N enthalten als in den Filtraten (vgl. Tabelle V) 


Tabelle V. 


Rest-N und Amino-N in Milligrammen pro 100 cem Blut bzw. Plasma 





Fallung 


Fallung : 
nach Folin-Wu mit CCl,COOH,  Ultrafiltrat 


’ { Rest-N 20,2 20,8 21,4 
Hundeblut | Amino-N 5,3 6,4 

. | Rest-N 33,3 35,2 38.5 
Hundeblut | Amino-N 6,1 10,3 
Rest-N 41,9 41,1 43.7 

Hundeplasma Pmt 72 91 
Hundeplasma | Rest-N 33,0 34,1 36,4 
| Amino-N 74 10.0 

Hundeplasma Rest-N 35,2 35,9 otf 
— Amino-N 9,0 11,5 


* Ultrafiltriert wurde 10fach verdiinntes Blut bzw. Plasma 


Die in Tabelle V zusammengestellten Versuchsergebnisse stimmen 
nicht mit den von M. Richter-Quittner erhaltenen Resultaten iiberein ; 
dieser Autor fand bei der Ultrafiltration und bei der CCL,COOH. 
Fallung die gleichen Werte 

Wir machen besonders darauf aufmerksam, dai die Bestimmung 
des Amino-N nach dem Verfahren von Folin sich in den Ultrafiltraten 
viel leichter und bequemer ausfiihren laBt als in Folin -Wu-Filtraten 


Nicht nur gleichartig hergestellte Ultrafilter liefern aus ein und 
derselben Blutlésung Ultrafiltrate mit dem gleichen Rest-N- und 
Amino-N-Gehalt, sondern auch in einer Reihe von Ultrafiltern mit 
Kollodiumschichten von abnehmender Dichte beobachtet man stets 
dieselbe Konstanz des Gehalts an Rest-N und Amino-N; dies trifft 
jedoch nur so lange zu, als die) Ultrafilter fiir EiweiB undurchlissig 
bleiben; sobald EiweiBstoffe durchgehen, steigt der Gehalt der Ultra 
filtrate an Rest-N und Amino-N steil an. Aus diesem Befund ist zu 
schlieBen, daB das Blut anscheinend keine §stickstoffhaltigen Sub 
stanzen enthalt, deren TeilchengréBe eine Mittellage einnimmt zwischen 
den Dimensionen der Eiweibteilchen auf der einen Seite und denen der 
einfachen Polypeptide auf der anderen. Sind derartige Substanzen 


1 Wir verwendeten das _ Fiallungsgemisch von Folin-Wu und 
CClCOOH. 
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dennoch im Blute vorhanden, so betragt ihr Gehalt, in Milligramme:, > 
ausgedriickt, nicht mehr als 0,5 mg pro 100 ccm Blut, liegt also in: 
halb der absoluten Fehlergrenzen des Versuches. 


Die Rest-N-Bestimmungen sind von Frau Dr. M. N. Ljubin 
ausgefiihrt worden; es ist mir eine angenehme Pflicht, ihr an dieser St 
meinen tiefsten Dank auszusprechen. 


Literatur. 
1) M. Richter-Quittner, diese Zeitschr. 124, 106, 1921. 2) Dies 
ebendaselbst 95. 179. 1919. 3) Cascdo de Ancides, ebendaselbst 144 


179, 1924. 4) L. Petschacher, ebendaselbst 142, 377, 1923. 5) M. Richt 
Quittner, Wiener klin. Wochenschr., Jahrg. 34, Nr. 3, 8. 24. 
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Eine Methode zur Bestimmung der Atmung 
von Bakterien-, Gewebskulturen und iiberlebenden Zellen. 


Von 
FP. Silberstein und FP. Rappaport. 


(Aus dem Institut fiir allgemeine und experimentelle Pathologie der 
Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 22. Oktober 1928.) 


Die neue Apparatur von van Slyke! zur Blutgasanalyse arbeitet 
so exakt, daB schon kleine Verainderungen der in Fliissigkeiten in 
jeder Form gelést oder gebunden enthaltenen Gasmengen mit 
groBer Genauigkeit bestimmt werden kénnen. Dadurch erscheint 
diese Methode unter gewissen Voraussetzungen geeignet zur Analyse 
von Vorgiingen, welche mit Sauerstoffzehrung und Kohlensiure- 
produktion einhergehen. Wir haben versucht, auf dieser Grundlage 
einen Weg auszuarbeiten, der Einblick gewahrt in den respiratorischen 
Stoffwechsel von Bakterien- und Gewebskulturen und andererseits 
eine einfache gasanalytische Untersuchung von tiberlebenden und 
absterbenden Gewebsfragmenten unter physiologischen und pathologi- 
schen Bedingungen erméglicht. Dabei war es unser Ziel, «durch 
Veranderung der duBeren Bedingungen bzw. durch wechselnde Beein 
flussungen (Pharmaka, Gifte, Strahlen usw.) die Beeinfluibarkeit 
der atmenden Substrate durch exogene Faktoren zu kontrollieren 
Dazu war es notwendig, die zu untersuchentlen Zellen in ein geeignetes 
Milieu zu bringen. Von einem solchen muB gefordert werden, dal es 
Sauerstoff in geniigender Menge zu speichern und dabei leicht an 
atmende Zellen abzugeben vermag. Zweitens ist es notwendig, dal 
dieses Medium Kohlensiure in ausreichendem Mabe chemisch binden 
kann, ohne da dabei die aktuelle Reaktion verandert wird 


' Journ. of biol. Chem. 61, 523, 1924. 
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Diesen Bedingungen geniigt das Hamoglobin Innerhalb 
Erythrocyten, wie es im Blute der verschiedenen Tierarten vorkom 
war es aber fiir unsere Zwecke nicht geeignet: zunachst weil die kor) 
kularen Elemente sich mit wechselnder Geschwindigkeit sedimentie: 
Dadurch wird es schon schwer, mit hinreichender Genauigkeit di: 
die AnalysengefaBe gebrac Himoglobinmenge zu dosieren. Lik 
sich diese Schwierigkeit vie.eicht tiberwinden, so erscheint es 
nicht méglich, eine so gleicl.maBige Verteilung der Blutkérperclh: 
in den AnalysengefaBen zu bewirken, daB aus entnommenen Analyse 
proben der Gesamtumsatz berechnet werden kénnte. 

Aber noch aus einem anderen Grunde ist natives Blut fiir unser 
Zwecke ungeeignet. Die Eigenatmut.g des Blutes ist bei entsprechende 
Zellmenge so groB, dab der darin avch nach maximaler O-Sattiguny 
enthaltene Sauerstoff schon in relativ kurzer Zeit durch die Sauerstoft 
triiger selbst verbraucht wird. Bei Verwendung von Blut wire dies: 
Methodik also auf relativ kurzfristige Versuche beschrankt. Dix 
Resultate der Analysen wiirden dargestellt werden durch die Differenz 
zwischen Eigenatmung der Erythrocyten plus Atmung des zu unter! 
suchenden Substrats und ohne diese. Dabei miiBte es schon relati\ 
bald zu einer so hochgradigen Verarmung des Analysenmediums an 
Sauerstoff bei gleichzeitiger CO,-Uberladung kommen, da’ dadurch 
physiologische Prozesse in andere Bahnen geleitet werden konnten. 

Da aus diesen Griinden also das native Blut von vornherein fii 
unsere Zwecke ungeeignet schien, wandten wir unser Augenmerk aut 
Himoglobinlésungen. Warburg! hat gezeigt, dab die Eigenatmung 
der Erythrocyten an die Stromata gebunden ist und daB von festen 
Zellbestandteilen befreite Hamoglobinlésungen keine Sauerstoffzehrung 
zeigen. Das kaufliche Himoglobin war fiir unsere Zwecke unbrauchbat 
Einerseits wegen seines hohen Gehalts an Methamoglobin und zweitens 
wegen der Schwierigkeit, es in steriler Lésung zu erhalten. Darum 
erschien es als das Ratsamste, aus steril gewonnenen roten Blutkorper 
chen Hamoglobinlésungen frisch zu_ bereiten. 

Wir gingen dabei folgendermaBen vor: Kaninchen wurden unte: 
aseptischen Kautelen aus der Carotis entblutet und das Blut in steriler 
Natriumcitratlésung aufgefangen. Durch scharfes Zentrifugieren wurden 
die Erythrocyten vom Plasma getrennt. Die Zellen wurden zunachst 
einmal mit Citrat-NaCl-Lésung und dann zweimal mit reiner physiologischer 
Kochsalzlésung gewaschen. Die auf diese Weise von Plasmabeimengungen 
befreiten Blutkérperchen wurden durch zweimaliges Frieren in CO,-Schnec 
und Wiederauftauen zerstért. Durch Zusatz der zweifachen Menge 
sterilen, destillierten Wassers zu dem Erythrocytensediment wurde das 
Hamoglobin in Lésung gebracht. Zur Beschleunigung dieses physikalischen 


' O. Warburg, Uber die katalytische Wirkung der lebendigen Substanz, 
8.3. Berlin, Verlag J. Springer, 1928. 
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\ organges wurden die mit Wasser versetzten Blutkérperchen fiir etwa eine 
ibe Stunde in den Thermostaten gebracht. Hierauf wurde durch Zusatz 
rentsprechenden Menge vierfach konzentrierter Tyrodelésung die Isotonie 
rgestellt. Nunmehr wurden die Stromata durch langes, scharfes Zentri 
gieren auf einer schnell laufenden Zentrifuge von der iiberstehenden 

Fliissigkeit getrennt. Die klare Lésung wu~'+ abgehoben, nochmals zentri- 


giert und die jetzt tiberstehende Fi rkeit’ vorsichtig abpipettiert 
id auf Sterilitaét gepriift. Derartige keimfry:e Hamoglobinlésungen geniigen 
n eingangs aufgestellten Bedirngungen., DemgemaB haben wir sie fiir 
isere Versuche verwendet. Wir haben zunachst aus rein technischen 


riunden mit Bakterien gearbeitet und hierbei die Methode zu standardi- 
eren versucht. 


Cholera\ ibrionen, 


Es wurden 24stiindige Kul uren eines wahrend des Weltkrieges 
veziichteten und seither im Laboratorium weiterkultivierten Cholera 
vibrionenstammes benutzt. Derselbe verhielt sich kulturell und sero- 
logisch vollstandig typisch. Die Schragagarkulturen wurden mit Bouillon 
ibgeschwemmt und bis zur iiblichen Agglutinationsdichte (etwa 1 Mil- 
liarde Keime pro | cem) verdiinnt. Von einer genauen Keimzahlung 
haben wir Abstand genommen, dafiir aber alle Ansitze eines Versuches 
mit der gleichen Aufschwemmung angestellt. Wir haben zuniichst 
gleiche Mengen einer derartigen Aufschwemmung mit verschiedenen 
Mengen OQ,-gesattigter Hamoglobinlésung versetzt, mit  sterilem 
Paraffinum liquid. puriss. tiberschichtet und sodann bebriitet. Daneben 
wurden zur Kontrolle Réhrchen mit der gleichen Hamoglobinlésung 
ohne Ba bebriitet. Nach Ablauf einer gewissen Zeit wurde die Be- 
briitung unterbrochen, die Réhrchen bis zur Vornahme der Analyse 
in eine Kaltemischung gestellt. Zur Analyse wurde dem betreffenden 
Réhrchen leem mit der von van Slyke angegebenen Pipette ent- 
nommen und analysiert. Der Sauerstoff wurde nach der Tabelle von 
van Slyke fiir Makrobestimmung auf Marke 0,5cem berechnet.  Fiir 
CO, gibt van Slyke nur Werte fiir die Marke 2,0 cem an. Wir haben 
diese Werte durch 4 dividiert und fiir die Einstellung auf Marke 0,5 cem 
verwertet, nachdem wir uns in eigens dazu angestellten Versuchen 
von der Richtigkeit des Quotienten iiberzeugt hatten. 


Versuch 1. 


Die verwendete Hamoglobinlésung enthielt nach zweistiindiger 
Bebriitung unter Paraffin pro 1 cem 108,11 emm O, und 87,85cemm CQ,. 
Zu den einzelnen Versuchsréhrchen war je 0,1 ccm Vibrionenauf- 
schwemmung zugefiigt worden. Es ist demnach bei Berechnung der 
in der Hamoglobinlésung vorhandenen Gasmenge eine entsprechende 


Korrektur vorzunehmen. Diese betrigt bei 2 ccm Himoglobin 5°,, 


bei 3cem 3,3°%, usw. 
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Aubentemperatur 20°C, 





Zuschlag ‘ Ursprung- 
Hamo- Ablesung tur Gasmenge in lich vor 
lobin Analys. bei zugesetzte Ergibt handene Differ 
= : Gas Marke 06,5 0.l com mm tig ; Gesamt- in ¢ 
a in mm Hg Vibr onen l com Gesamt+ gasmenge 
in °!, voluinen in comm 
2eem Og 126.2 5 132.5 81,22 162,44 216,22 53.7 
CO, 164.5 5 172,7 114.5 229,0 175,70 53 
. ws @ 142 0 3.3 146.7 89.9 269,79 324,33 54.4 
CO, 155.0 3.3 160.1 106.1 318.3 263.55 547 
a Og 151,0 2,5 154.8 94.9 379.6 432.44 5254 
COg 148.0 2.5 151.7 100.5 402.0 $51.40 AO 


Versuch 2. 


Die verwendete Hamoglobinlésung enthielt nach zweistiindige: 
Bebriitung unter Paraffin pro 1 cem 99,30 cem O, und 74,00 cem CO 


Temperatur 26°C. 





Zuschlag Urspriings 
Cholera Ablesung fur Gasmenge in lich vors 
+Hamos Analys. bei | zugesetzte Ergibt bandene — Difterenz 
globin Gas | Marke 0,5; 0,1 com mm Hg ~~ a Gesamt« in cmm 
im com in mm Hg | Vibrionen loom Gesamt+ gasmenge 
in ° volumen in cmm 
Beem , Og 115.5 33 119,25 71,55 214,65 297,9 83,3 
COg 163.0 3.3 168,4 108,45 325,35 222.0 103,35 
4, Oy 127.0 25 130,17 78,19 312.4 397,2 84,58 
CO, 149.0 2,5 152,7 98,34 393,36 296.0 97,36 
w « Og 134.5 2.0 137,18 82.39 411.5 496.5 85.0 
CO, 144,0) 2,0 146,9 94.60 473,0 370,0 103.0 
Aus diesen Belegsanalysen geht wie ohne weiteres ersichtlich 
ist hervor, daB die durch gleiche Bakterienmenge in der gleichen 


Versuchsdauer unter gleichen Bedingungen verbrauchte Sauerstoff 
bzw. produzierte CO,-Menge unabhangig ist von der Menge des vor 
handenen Himoglobins, insolange wenigstens, als eine geniigend grol\ 
O,-Menge zur Verfiigung steht und andererseits die produzierte CO, 
Menge die Pufferung nicht beeintrachtigt. 

Wenn wir aus Versuch 1 die in den drei Ansétzen verbrauchten O, 
Mengen vergleichen und aus ihnen einen Mittelwert berechnen, so finde: 
wir diesen gleich 53,72 cem. Von diesem weicht der erste Ansatz um etwa 

0,1°%, der zweite um etwa + 1,5°,, der dritte um etwa 1.6% ab 
Der mittlere CO,-Wert betragt 52,88cmm. Die Abweichung des ersten 
Ansatzes betrigt demnach etwa + 0,8°,, die des zweiten etwa + 3,5%, 
die des letzten etwa 4,3°,. Berechnen wir die entsprechenden Wert« 
im zweiten Versuch, so finden wir die mittlere Differenz zwschen Anfangs 
und Endwert fiir O, gleich 84,3 ccm, mit einem Fehler von 12% fiir 
den ersten, von + 0,6% fiir den zweiten und + 0,8 °%, fiir den dritten Ansatz. 
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Die Werte fiir CO, sind: Mittlere Differenz: 101,23 cem, Abweichung 
von im ersten Ansatz + 2,1°%,, im zweiten — 4,2°,, im dritten + 1,77°%. 
Die Werte stimmen naturgem&8 noch besser, wenn man die zugesetzten 
Himoglobinmengen mehr dem zu gewiirtigenden O,-Verbrauch anpaBt. 
Je kleiner namlich die verbrauchte O,-Menge im Vergleich zum verbleibenden 
Rest ist, desto gréBer erscheint verhaltnismaBig jeder Versuchsfehler. 
Wenn die eben beschriebene Methode fiir die Gaswechselbestim- 
mungen — einerlei, ob es sich nun um Ba-Zellen oder um solche héherer 
Organismen handelt — brauchbar sein soll, dann muB sie ceteris paribus 
quantitative Beziehungen erkennen lassen zwischen der Anzahl der 
gleichartig atmenden Zellen und dem O,-Verbrauch bzw. der CQ,.- 
Produktion. Ferner mu sich die Abhangigkeit der GréBe des Gas- 
wechsels von der Versuchsdauer erweisen lassen. Der Beantwortung 
dieser Fragen waren die folgenden Versuche gewidmet 


Versuch 3. 
Abhangigkeit des Gaswechsels von der zugesetzten Keimzahl. 
Die verwendeten 3ccm Hamoglobinlésung enthielten nach zwei- 
stiindiger steriler Bebriitung 288,9 cem O, und 295,59 cem CO, 


AuBentemperatur 26°C. 





Difterenz 
wwe Zuschlag Gasmenge Urepring- 
esetzte | Ablesung tur ~.. lich vor bezogen 
“Menge |Analys. bei zugesetzte — Ergibt Gesamte | cadence aut 
Pel 3 Marke 0.5 Vibrion- mm Hg volumen eee _ ™ 0.1 com 
owen inmmHg_ volumen Versuchs-| sssmenge C**™"’ Bas Aute 
vibnone in Jo ende gesmenge = —volumen schwem- 
mung 
N2cem Os 113.0 6.6 120.46 216.83 288,99 72.07 36.03 
CO, 25,0 6,6 218,53 42219 295.59 126,60 633 
03 , | Og 90.0 10 99.0 178.2 288 9 110.7 36.9 
CO, 228.5 10 251,3 455,5 295,59 189,91 63,3 
A . | % 70,8 13,3 80.21 144,36 2889 144,54 36,13 
CO, 2522 133 | 2858 55215 295,59 256,56 64,14 


Aus diesem Versuche geht wohl eindeutig hervor, dab von der 
gleichen Zahl gleichwertiger Zellen unter gleichen Bedingungen die 
gleiche Menge O, verbraucht und die gleiche Menge CO, produziert 
wird, auch wenn die absolute Zahl der Zellen in den einzelnen Ansiitzen 
in weiten Grenzen schwankt. 


Versuch 4. 


Abhangigkeit der GréBe des Gaswechsels von der Versuchsdauer 
In den Versuchsréhrchen waren je 3 com Hamoglobinlésung und 0,1 cem 
verdiinnter Vibrionenaufschwemmung in physiologischer NaCl-Losung 
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enthalten. Die Kontrollréhrchen enthielten die gleiche Hamoglo 
menge —- 0,l cem unbeimpfter physiologischer Na Cl-Lésung 





Vers Leorwert ; Versuchswert Differen 
suchss Analys/) Ablesung bei Gesamt- " Gasvolu 
dauer Gas Marke 0,5 gasvolumen Ablesung bei Gesamt- von Leer 
in Std in mm Hg in com Marke 0,5 gasvolumen Versuchsv 
in mm Hg in com in cc 
1 Std. Oy, 180.5 108,66 164.0 98.72 9.94 
CO, 60,5 39,14 92.5 59,85 90.7 
2 - O, 178.5 107,45 146.0 87,89 19.5¢ 
COs 64.0 41.41 126.0 81.52 40.11 
3, . Oy 175.5 105.65 104.0 62,61 43.04 
CO, 63,5 41,0 186,0 120,34 79,34 
5 " Oy 175.0 105,35 34.5 20,76 84.59 
CoO 65.0 42.05 260.0 168,22 126.17 


Betrachten wir den in der Tabelle IV angefiihrten Testversuch 
so sehen wir, daB in den ersten zwei Bebriitungsstunden — also wahrend 
der Zeit, innerhalb der eine wesentliche Veranderung der Bakterie: 
menge bekanntlich nicht stattfindet der O,-Verbrauch und die 
CO,-Produktion der Versuchszeit proportional ist. Nach 31!, Stunden 
sind die gefundenen Gaswerte schon héher, als bei unveranderter Zellzah! 
der Versuchszeit entspriache. Wir finden Werte, die wir etwa bei gleich 
bleibender Zellmenge nach 4 Stunden erwarten wiirden. Dies ist augen 
scheinlich auf die inzwischen erfolgte Bakterienvermehrung zu_ be. 
ziehen. Nach 5 Stunden tritt diese Erscheinung noch deutlicher hervor 

Diese Methode erlaubt also, bei entsprechender Versuchsanordnung 
direkt Schliisse zu ziehen auf die Intensitat der Zellvermehrung. 

Wir haben zur Ausarbeitung unserer Methode Bakterien gewahit 
die wahrend der Versuchsdauer Haimoglobin entweder tiberhaupt nicht 
oder nur in minimalem Ausmaf angreifen. Ist es doch selbstredend 
daB die Alteration des Gastragers durch Lebensvorgange der atmenden 
Zellen die Bedingung fiir die Atmung verschieben und uniibersichtlich 
gestalten kann. 

Arbeitet man mit derartigen Zellen, so miissen die Atmungs 
versuche abgehrochen werder,, bevor ein nennenswerter Teil des Hamo 
globins zerstért worden ist. Um iiber die Menge des am Schlusse des 
Versuchs den atmenden Zellen zur Verfiigung gestandenen unver 
ainderten Hamoglobins AufschluB zu erhalten, wird ein Saturations 
versuch am Versuchsende bzw. an den betreffenden Versuchsperioden 
eingeschaltet. Hat man fiir eine Zellart festgestellt, daB sie unter den 
gewahlten Versuchsbedingungen die O,-Bindungsfahigkeit des Hamo 
globins nicht beeinfluBt, dann brauchen diese Saturationsversuche fir 
diese Zellart natiirlich nicht dauernd wiederholt zu werden. 
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Wir geben im nachstehenden einen derartigen Saturationsversuch 
fir den von uns benutzten Choleravibrionenstamm an. 

Zwei Réhrchen mit je 4ccm Hamoglobinlésung wurden versetzt 
mit 0,.2cem Choleravibrionenkultur bzw. 0,2cem Bouillon und fiir 
3 Stunden im Brutschrank belassen. Hierauf wurden je 3 ccm dieser 
Rohrehen in einem Tonometer mit 0,2 ccm einer gesattigten Borax- 
josung versetzt, um die durch die sauren Stoffwechselprodukte der 
Bakterien bewirkte Verschiebung der Wasserstoffionenkonzentration zu 
kompensieren und auf diese Weise eine maximale Sauerstoffsattigung 
zu erméglichen. Nach dieser Korrektur des pqg wurden die beiden 
Haimoglobinproben 15 Minuten lang mit Luft geschiittelt und sodann 
analysiert. Eine auBerhalb der Fehlergrenzen liegende Differenz im 
Sauerstoffgehalt der beiden Réhrchen ist ein Indikator fiir die durch 
die Bakterienwirkung erfolgte Hamoglobinzerstérung. 

Bei Arbeiten mit unserem Choleravibrionenstamm betrug die 
Differenz im Sauerstoffgehalt der nachtriglich saturierten Kontroll- 
und Versuchsréhrchen nie mehr als 3°, blieb also innerhalb der Fehler- 
grenzen unserer Methodik. Ganz anders verhielten sich dagegen Hiamo- 
globinlésungen, die der Einwirkung gewisser Strepto- oder Staphylo- 
kokkenstaimme unterworfen worden waren. Uber diese soll jedoch an 
anderer Stelle berichtet werden. 

Nachdem wir die Methode in Bakterienversuchen erprobt und 
uns von ihrer VerlaBlichkeit und Brauchbarkeit tiberzeugt hatten, 
haben wir sie zur Bestimmung des respiratorischen Stoffwechsels von 
Gewebskulturen benutzt. Wir benutzten als KulturgefiB Schalen, 
welche ahnlich gebaut waren wie das Modell D5 von Carrel. Zum 
Unterschied von diesen sind sie etwas héher dimensioniert, und auber- 
dem ist nur der eine Flaschenhals schrig gestellt, so dab man durch 
ihn das zu ex- oder transplantierende Gewebe in das Kulturmedium 
einbringen kann. Der andere Hals liegt dem ersten nicht diagonal 
gegeniiber, sondern ist von ihm nur durch einen Quadranten getrennt 
Ferner liegt er horizontal, so daB sein oberer Rand gleichsam die Fort- 
setzung der oberen Schalenwand bildet, und da’ eine durch diesen 
Hals eingefiihrte Pipette nicht den Flaschenboden, sondern nur die 
Seitenwand der Flasche beriihren kann. Auf den Boden dieser Schalen 
kam das Ziichtungsmedium, und zwar fiir diesen Zweck blob 0,2 ecm 
Plasma -+- einen Tropfen Embryonalextrakt und in dieses die trans- 
plantierte Gewebskultur. Nach vollstiindigem Erstarren des Plasmas 
wurden entweder sogleich oder nach Auswachsen der Kultur 2 ccm 
maximal O,-gesattigter Hamoglobinlésung dazugefillt und das ganze 
mit einer méglichst hohen Paraffinschicht tiberschichtet. Zur Kontrolle 
wurden gleiche Flachen mit dem gleichen Medium, aber ohne die Gewebs- 
kultur, beschickt und nach dem Erstarren des Plasmas Hamoglobin 
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und Paraffin genau wie in den Versuchsflischchen zugesetzt. N 
Ablauf der gewiinschten Wachstumszeit wurde das Flaschchen 
vorsichtig geneigt, daB die Haimoglobinlésung — dauernd von ei) 
dicken Paraffinlage iiberschichtet und dadurch an einer Kommunikat 
mit Luft verhindert sich iiber der dem horizontalen Flaschenh 
gegeniiberliegenden Seitenwand sammelte. Dann wurde durch de: 
horizontalen Flaschenansatz mit einer van Slyke-Pipette eine Han 
globinprobe zur Analyse entnommen. Im nachstehenden geben wi) 
ein Versuchsbeispiel wieder. 
Versuch 5. 

Transplantierte Retinaepithelkultur. 42 Stunden nach erfolgte: 
Transplantation wurde die fliissige Phase vollstandig entfernt uni 
durch die Himoglobinlésung ersetzt, sodann sofort mit Paraffinu: 
liquidum purissimum iiberschichtet. 





Versuchswert Differenz im 
Vers Leerwert Gesamt- : Gasvolumer 
suchs« Analys. Able-ung bei volumen Gesamt: von Leer. 
dauer Gas Marke 0,5 in 2ccm Ablesung bei gasvolumen | und Versuchs- 
in Std. in mm Hg in ccm Marke 0.5 in 2ccm wert in 2ccm 
in mm Hg wgtones in com 
22 Std. | Og 138.5 166.74 37,0 44.54 122.2 
CO, 138,0 178,56 342.0 442.54 263,98 
oe = Og 131,1 157,72 34.0 40,92 116,80 
bei Marke 2,0 bei Marke 2,0: 
CO, 35.3 182,71 124.0 641,82 459,11 


Rein technisch muB zu diesem Versuche bemerkt werden, dal} 
die CO,-Produktion nach 36 Stunden so groB war, da eine Bestimmung 
bei Marke 0,5 nicht méglich war und daher bei Marke 2,0 erfolgen 
muBte. Da das mit Luft gesattigte Hamoglobin auber O, und CO, 
noch N enthalt, sind in den bei der Sauerstoffbestimmung gefundenen 
Gaswerten auch der in der Hiamoglobinlésung geliste N enthalten 
Da die Menge desselben sich wihrend des Versuchs nicht andert, ist 
diese Abzugspost in Leer- und Versuchswert die gleiche. Es ist also 
fiir Respirationsversuche — solange CO und fliichtige Narkotica nicht 
in Frage kommen — vorzuziehen, den O, durch eine Ablesung zu be 
stimmen, auch wenn diese nicht nur den O,-Gehalt anzeigt, sondern 
eine konstante N-Menge plus der variablen Menge O,. Die direkte 
Bestimmung im van Slyke-Apparat mittels Absorption durch anthra 
hydrochinonsulfosaures Natrium und Natriumhydrosulfit erfordert 
zwei Ablesungen und vergréBert, wie jede Differenzmethode, den 
Versuchsfehler. 


Die Léslichkeit des Stickstoffs in der Hamoglobinlésung betragt, 
wie wir in eigenen Versuchen feststellen konnten, 1,3 bis 1,4°,. Die 
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Zahlen stimmen gut iiberein mit den von van Slyke fiir Blut und Serum 
gefundenen Werten. Ziehen wir also den N-Gehalt des Himoglobins 
Betracht, so ergibt sich, daB in dem in Tabelle V reproduzierten 
Versuche bereits nach 22 Stunden fast der gesamte O, verbraucht war 
37,0 bis 27,0 10cmm O, in 2cem). Bei einer so geringen O,-Sattigung 
kann die Hamoglobinlésung als O,-Reservoir nicht mehr in Frage 
kommen. Trotzdem findet in den nachsten Stunden noch eine starke 
CO,-Produktion statt. Ob diese als Absterbeerscheinung zu bewerten 
st oder als Ausdruck einer intramolekularen Atmung aufgefabt werden 
mu, ist Gegenstand weiterer Versuche. Es soll gleich hier darauf hin 
gewiesen werden, dai wir in unseren Versuchen oftmals selbst bei 
stark wachsenden Gewebskulturen keine nennenswerte Abnahme des 
O,-Gehalts der Himoglobinlésungen nachweisen konnten. Die Ur 
sachen, welche es bedingen, daB der O,-Verbrauch bald so grok ist 
wie in dem oben angefiihrten Versuche, bald wieder unmebbar klein, 
miissen erst festgestellt werden 
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Hexylresorcin 
und Phenylithylresorcin gegen pflanzenpathogene Pilze. 


Von 
J. Houben und H. W. Wollenweber. 


(Vorlaufige Mitteilung aus der Biologischen Reichsanstalt fiir Land- und 
Forstwirtschaft in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 24. Oktober 1928.) 


Ein schwacheres Antisepticum als das Phenol, dafiir aber vo 
geringerer Giftigkeit, hat das seit 1864 bekannte Resorcin mit einigen 
seiner Abkémmlinge in der humanen Medizin voriibergehend eine 
nicht unbetrichtliche innerliche Anwendung als Desinfiziens und 
Antipyreticum, auBerlich gegen Hautleiden und in der Haarpflege 
Verwendung gefunden, wahrend den methylierten Resorcinen, den 
drei Dioxytoluolen, wohl infolge der dystherapeutischen Wirkung der 
an einen aromatischen Kern gebundenen Methylgruppe, eine ahnlich: 
Bedeutung nicht zuzukommen scheint. Zwei Resorcine mit héheren 
Alkylgruppen, das Athyl- und das n-Propylresorcin, wurden im 
Jahre 1913 bekannt, als 7. B. Johnson und Hodge! die im gleichen 
Jahre von E.Clemmensen® mitgeteilte Methode der Reduktion von 
Ketonen und Aldehyden durch amalgamiertes Zink und rohe Salzsiur: 
auf das Resaceto- und Respropiophenon anwandten. Sie teilten abe: 
damals tiber die physiologische Wirkung der beiden Verbindungen 
nichts mit. 

Erst in den Jahren 1919 und 1921 gewannen einige acylierte Poly 
phenole eine neue medizinische Bedeutung durch Karrer* bzw. Karrer 
und Rosenfeld*, die unter Benutzung einer von Houben® auigefundenen 


1 Johnson und Hodge, Journ. Amer. Chem. Soc. 85, 1014, 1913 
Chem. Centralbl. 1918, IT, 1299. 

2 E. Clemmensen, B. 46, 1837, 1913. 

8’ P. Karrer, Helv. chim. act. 2, 466, 486, 1919. 

* Karrer und Rosenfeld, ebendaselbst 4, 707, 1921. 

®° J. Houben, B. 59, 2880, 1926; 60, 1554, 1759, 1927; 61, 1597, 1928 
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on Hoesch! veréffentlichten Methode, Phloroglucin und Resorcin 
mit den Nitrilen der Isobutter- und der Buttersiure kondensierten 
und die so gewonnenen i-Butyryl- und Butyrylphloroglucine, Butyryl 
ind i-Capronylresorcine als ausgesprochen anthelmintisch wirkende 
Verbindungen erkannten. Johnson und Lane®* griffen jetzt die 8 Jahre 
iltere Arbeit von Johnson und Hodge wieder auf, vervollstindigten 
sie durch die Darstellung des n-Butylresorcins und stellten die wichtige 
latsache fest, daB die Bakteriziditat der Alkylresorcine mit der Linge 
der Seitenkette progressiv zunimmt derart, dab, wenn die keimtétende 
Wirkung des Resorcins gleich 1 gesetzt wird, die des Athylresorcins 4,9, 
des n-Propylresorcins 13,8, die des n-Butylresorcins schon 25,6 erreicht 
{ls das am stiirksten wirksame dieser Mittel wird im Jahre 1926 von 
Dohme, Cox und Miller mit einer ganzen Anzahl von Acyl-, Alkyl- und 
\ralkylresorcinen das Hexylresorcin beschrieben*, das nach einer 
Bemerkung von V. Leonard‘ schon einige Jahre friiher, mindestens 
seit 1924, in den Handen der amerikanischen Forscher gewesen sein 
muB, von 7. B. Johnson, L. F. Rettger und V. Leonard der physiologi- 
schen Untersuchung unterzogen und hiernach von Leonard® als das 
heute wohl machtigste Phenoldesinfiziens angesprochen’ worden ist 
Mit einem Phenolkoeffizienten® von 46 bis 56,3 soll es selbst in hoch- 
wirkenden Dosen fiir den Menschen nicht giftig und nicht reizend, 
dabei chemisch bestandig sein, von der Niere nicht zuriickgehalten, 
sondern in hohem Prozentsatz abgesondert werden und deshalb in 
einzigartiger Weise zur dauernden Desinfektion der Harnwege geeignet 
sein?. Dem Phenylathylresorcin wird ein Phenolkoeffizient von 41* 
bzw. 43** zugeschrieben. 


1 K. Hoesch, B. 48, 1122, 1915; 50, 462, 1917; 60, 389, 1927; 60, 2537, 
1927. 

2 Johnson und Lane, Journ. Amer. Chem. Soc. 48, 348, 1921; Chem. 
Centralbl. 1921, I, 994. 

3 Dohme, Cox und Miller, Journ. Amer. Chem. Soc. 48, 1688, 1926; 
s. auch Klarmann, ebendaselbst 48, 791, 2358, 1926; Klarmann und Figdor, 
ebendaselbst 48, 803, 1926. 

4 V. Leonard, Science 62, 408, 1925; vgl. Leonard, Journ. Amer. Med. 
Assoc. 88, 2005, 1924; Journ. Urol. 12, 6, 585, 1924; 14, 2, 1925; Leonard 
und Wood, Journ. Amer. Med. Assoc. 85, 1855, 1925; Leonard und Frobisher, 
Journ. Urol. 1, 1, 15, 1926; Henline, ebendaselbst 14, 2, 1925; McCurry, 
Journ. Amer. Med. Assoc. 84, 25, 1950, 1925: Elliott and Barbour, Canad. 
Med. Assoc. Journ. 15, 787, 1925. 

sh 6. 

’ Resorein selbst hat den Phenolkoeffizienten 0,3. 

7 Es ist in 25°%iger Ollésung als »Caprocol“ im Handel. 

* BE. Klarmann, Journ. Amer. Chem. Soc. 48, 2359, 1926. 

** Lehm und Fink bzw. E. Klarmann, Chem. Centralbl. 1926, 11, 1987. 
A. P. 1596613 vom 15. Dezember 1925. 
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Wahrend somit die Wirkung des Hexylresorcins und einer Anza 
ihm ahnlich gebauter Verbindungen auf die in der Humanmedizin e 
Rolle spielenden Bakterien schon recht erfolgreich untersucht ist, 
iiber ihre Wirkung auf Pilze und Enzyme sehr wenig bekannt, soy 
wir sehen, nur eine kurze Mitteilung von Brown und Wikoff', wona 
das Wachstum von Saccharomyces cerevisiae durch Konzentration: 
von 0,03 und 0,01 °%, véllig aufgehoben und diese Wirkung schon lx 
00,0025 °,, deutlich bemerkbar werden soll. Die enzymatische Tatigket 
der Invertase soll dagegen durch keine dieser Konzentrationen gi: 
hemmt werden, 


Uns interessierte besonders die Wirkung des Hexyl- und des 
Phenylathylresorcins auf pflanzenpathogene Bakterien und pflanzen 
pathogene Pilze, nachdem wir schon vor einiger Zeit eine sehr stark: 
Wirkung der wisserigen Lésungen beider Verbindungen auf einzeln: 
Fadenpilze erkannt hatten. Stérend erschien uns eine Zeitlang ihr 
geringe Wasserléslichkeit. Hexylresorcin lést sich bei 18° etwa 1 : 2000 
Phenylathylresorcin etwa 1: 2500, so dab die bei Zimmertemperatw 
gesiittigten wiisserigen Lésungen etwa 0,05°,, Hexylresorcin und 
0,041°., Phenylathylresorcin enthalten. Vom Hexylresorcin lassen 
sich aber kolloidale Lésungen weit gréBerer Starke erzielen, so mit 
Leichtigkeit 1°,ige und anscheinend noch starkere durch Zufiigung 
einer Spur von Ammoniak (etwa m/100). Es bildet sich dann etwas 
Hexylresorcinammonium, das ein Vielfaches an Hexylresorcin kolloida! 
zu lisen vermag?. Beim Phenylithylresorcin haben wir etwas Ahnliches 
nicht beobachtet. 


Kondensation von Capronsiurenitril mit Resorein zu Ketimidocaprony|- 
resorcinchlorhydrat, CH,CH,CH,CH,CH,C(: NH) .C,H,(OH),, HCl und 
Reduktion des daraus gewonnenen Ketons zu Hexylresorcin 
CH,CH,CH,CH,CH,CH, .C,H,(08).. 


17 g Resorcin, 15 g Capronitril und 10 g Zinkchlorid wurden in 50 cen 
absoluten Athers mit Chlorwasserstoff bei gewéhnlicher Temperatur ge 
sittigt, wobei das Zinkchlorid in Lésung ging. Man lie8B 2 Tage stehen 
versetzte mit dem gleichen Volumen Ather, dekantierte und wiederholt: 
dies noch zweimal. Dann wurde die Masse mit Eis zersetzt, ausgeathert 
und die entstandene mittlere Schicht mit viel Wasser und etwas Ather 
verriihrt, wobei sich ein hellgelber Kristallbrei des Ketimidchlorhydrats 
bildete. Die Ausbeute betrug 27 % der Theorie. In die wasserige Mutterlaug« 
wurde eine Viertelstunde lang Dampf eingeleitet, das nach dem Abkihlen 
auftretende ©] ausgeathert und so ein erst nach langer Zeit kristallisierende: 


1 J. B. Brown und J. L. Wikoff, Ann. Applied Biol. 14, 436—437, 1927 

? Auch ohne Ammoniakzusatz vermag das Hexylresorcin bei kraftigen 
Schiitteln mit Wasser kolloidale Lésungen zu bilden, deren Starke schatzungs 
weise zwischen 1°/,, und 1°/, liegt. 
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sirup erhalten, der eine Ausbeute von noch etwa 25°, der Theorie ergab, 
s> daB die Gesamtausbeute iiber 50°, betrug. Keton wie Ketimidchlor- 
vdrat sind aber noch unrein. Ein rasch erstarrendes Keton erhalt man 
jurch Verkochen eines Ketimidchlorhydrats, das durch fraktionierte 
Fillung aus verdiinnter Natronlauge mit Saéuren gereinigt wurde. Bisulfit 
lauge fallt aus der natronalkalischen Lésung das freie Ketimid als zart- 
gelbes, in Wasser fast unlésliches Pulver, das aus Dioxan umkristallisiert 
wetden kann. 

Die Kondensation mit Didithyloxoniumferrichloridatherat —lieferte 
shlechtere Ausbeute; eine bessere erhalt man bei der Kondensation von 
Capronsiure und Resorcin mit Zinkchlorid. 

Die Reduktion des Ketons mit amalgamiertem Zink und roher Salzséure 
ertorderte etwa 6 bis 8 Stunden. Das Reduktionsprodukt wurde im Vakuum 
fraktioniert und so eine véllig farblose Fraktion vom Kp.,,—,. 195 bis 197° 
und Kp... 198 bis 199° erhalten, die rasch erstarrte. Die weitere Reinigung 
erfolgte durch Umkristallisieren aus einem Gemisch von Benzin und Petrol- 
ather. Die Ausbeute betrug 75 bis 80% der Theorie. 


Darstellung von Phenylithylresorein, C,H,.CH,.CH,.C,H,(OH),, dureh 
Kondensation von Benzyleyanid mit Resorein, Hydrolyse des entstehenden 
Ketimidochlorhydrats zum Keton und Reduktion des Ketons. 

Das Keton wurde sowohl durch Kondensation von Benzyleyanid wie 
auch von Phenylessigséure mit Resorcin dargestellt. Die Nitrilmethode gab 
die besten Ergebnisse. 

110g Resorein, 120g frisch destilliertes gereinigtes Benzyleyanid 
und 45 g Zinkchlorid wurden in 200 cem absolutem Ather mit Chlorwasser- 
stoff gesattigt, die zihe klare Masse nach 2 Tagen auf 100 g Eis gegossen, 
mit 500 ccm Wasser versetzt und mit 1 Liter Ather ausgeschiittelt. Die 
auftretende élige Schicht wurde etwa eine halbe Stunde lang bei 0° mit 
etwa 500 ccm Wasser unter gleichzeitigem Fortblasen der Atherdampfe 
turbiniert, dann das v6llig kristallinisch gewordene Ketimidchlorhydrat 
abgesaugt und kurz mit kaltem Wasser gewaschen. Die Verseifung zum 
Keton erfolgte durch Verteilen von 100g des Chlorhydrats in 2 Liter 
n/5 Salzsiure und ein viertelstiindiges Durchleiten von Wasserdampf 
Die Ausbeute betrug etwa 50% der Theorie. 

Die Reduktion des Ketons wurde mit 260 g amalgamiertem Zink und 
1000 ccm roher Salzséure (1: 1) auf 125 g Keton in 3 Stunden durchgefiihrt. 
Sie verlauft glatt, wenn fiir flottes Sieden und gute Riihrung gesorgt wird. 
Die von Klarmann (A. P. 1596613) gebrauchten 16 Stunden lassen sich 
also stark abkiirzen. Zur Reinigung empfiehlt sich Umkristallisieren aus 
Benzol. 

Einige Eigenschaften der beiden Phenole. 





Léslichkeit in 


Phenols Schmelz Wasser von 
koetfizient punkt Siedepunkt Zimmertemp 
(18°) 
Hex ylresorcit 46 67,5—59° Kp.,4-16 198-199 0,05 * 


Kp.7¢9 383—335° 
unter Zersetzung 
Phenylathylresorein  . 48 132— 134° Kp.,4 250 0.041 
Zersetzung 
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Phenylathylresorein bildet nur kristalloide, Hexylresorcin in Wa 
auch kolloide Lésungen (Emulsionen). In Beriilirung mit Wasser zerfli 
es und ]468t sich dann durch Schiitteln dispergieren. Starke Lésun 
(bis fast 1°) sind milechweiB, scheiden aber schon nach einigen Stun 
einen Teil des Phenols ab. Schwachere Lésungen (etwa 0,1 % ) sind viellei 
vollkommen bestéindig. Die 0,05% igen Lésungen sind klar. Zusatz selir 
geringer Mengen Ammoniak (etwa m/100) gestattet, wasserige Lésuny 
von 1% Starke herzustellen. Sie sind durchscheinend, rosa, nicht absetze: 
aber etwas oxydabel. Verdiinnter Alkohol mu etwa 30%ig sein, 
1% Hexylresorein zu lésen, fiir die gleiche Menge Phenyliathylreson 
noch starker. Geringer Zusatz von Alkohol fallt iibrigens das Hexylresor 
aus seinen kolloidalen Lésungen aus, gréBere Zusétze lésen jedoch k! 
kristalloid auf. 


Die ersten physiologischen Versuche stellten wir mit Hexylresorci: 
an Graphium ulmi und Penicillium glaucum an, von welchen das erst 
genannte als Erreger des immer verheerender auftretenden Ulmen 
sterbens bekannt geworden ist. Beide Pilze, auf Malzextraktaga: 
mit 0,4 bis herab zu 0,05°,, Hexylresorcingehalt angesetzt, kamen 
in keinem Falle zur Entwicklung, wahrend die ohne Hexylresorcin 
zusatz, aber sonst unter den gleichen Bedingungen angesetzten und 
gehaltenen Kontrollkulturen jedesmal sich entwickelten. Die Befunde 
sind in Tabelle I enthalten. 


Tabelle I. 
Hexylresorcin in Malzextraktagar. 
Ausgangslésung: 0,5 %ige, mit Hilfe einer Spur NH, gewonnene kolloidale 
wasserige Lésung. Angesetzt: 30. August 1928; durchgesehen: 3. September 
1928; abgeschlossen: 5. September 1928. 





Graphium ulmi (3098) Penicillium glaucum (2487) 


04% .. bad Ph SA 

0 Es er : + 

“A > othe 

eT oe Gale he eg + 

 » a ae ements tts A 

a ane eam ae t + 
 } SP rr a oP - 
ED a ars a Oe Oe Ee + +, 
0,05 % . 


Ps eg kw SB OS + 


Wir gingen nun zu viel geringeren Konzentrationen, solchen von 
0,04 bis 0,0025 %,, iiber und untersuchten ihre Wirkung auBer auf die 
beiden schon genannten Pilze, Graphium ulmi und Penicillium glaucum 
noch auf den Wirtelpilz, Verticillium alboatrum, den Pyknidenpilz. 
Phomopsis oblonga, und eine Wildhefe. Wahrend die ohne Zusatz von 
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Hexylresorcin auf Malzextraktagar angesetzten Kontrollkulturen sich 

rmal entwickelten, geniigte schon ein Zusatz von 0,01 °,, des genannten 
Phenols, um in allen Fallen jedes Wachstum zu verhindern. Sogar 
eine Konzentration von 0,005 tétete Verticillium alboatrum, Phomopsis 
oblonga und die Hefe noch ab. Die Ergebnisse sind in der Tabelle I 


usammengestellt. 
Tabelle II. 
Hexylresorcin in Malzextraktagar. (Ausgangsiésung 0,05 °,,.) 


Angesetzt: 7. September 1928; durchgesehen: 11. September 1928; 
abgeschlossen: 4. Oktober 1928. 





Phomopsis 
oblonga 


Penicillium 
glaucum 


Verticillium 


alboatrum Hefe (wild) 


Graphium ulmi 
Konzens 
tration 


HW.IX. 4X 11. IX. 4X 11. 1X 4.X W.IX. 4X. IX. 4X 


0,04 °., . oe 
Kontrolle ; -}. 

0,03 %, ia - a 
hKontrolle } + 

0,02 % a z = 
Kontrolle 

0,01 % 
Kontrolle aa - + + 
0,005 &% [¢ 
Kontrolle t t } 4. 
0,0025°% (+) : r — [(+)] s ; + +14 
Kontrolle + + 


Tabelle III zeigt die Wirkung auf Penicillium glaucum, Nectria 
galligena, Fusarium aurantiacum, Fusarium lini, Gloeosporium fructi- 
genum, Polystictus versicolor, Monilia fructigena und Calonectria grami- 
nicola. Wahrend die ohne Zugabe von Hexylresorcin angesetzten Kontroll 
kulturen sich ausnahmslos normal entwickelten, zeigte sich bei Zusatz 
ganz geringer Hexylresorcinmengen fast durchweg dessen verheerende 
Wirkung, und sogar der sehr widerstandsfahige Holzpilz Polystictus 
versicolor ging bei 0,04 °,,iger Konzentration ein, wahrend geringere Kon 
Unter den 


zentrationen ihm keinen entscheidenden Abbruch taten. 
abgetéteten Pilzen sehen wir die gefahrlichsten Pflanzenschadlinge, wie 
Nectria galligena, den Erreger des Nectriakrebses der Obstbiume 
Fusarium und Calonectria graminicola (Schneeschimmel des Getreides), 
auch die charakteristischen Erreger verschiedener Obstfaulen, Peni- 
cillium glaucum, Gloeosporium und Monilia 
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Tabelle Il]. 


Hexylresorcin auf Malzextraktagar. 


Angesetzt : 9. Oktober 1928; durchgesehen: 15. Oktober 1928 ; abgeschloss: 
9%. November 1928. 








a & 2. * 
=: #4 & 262 es af 
, ~< os o> = = 
Konzens S58 SEf Qs 2$32 225 =2 Is 
tration Neve Ass A3= Az Se NDE cS |=! 
. C5 2 = > 
4500 5 2 Ce3 se “5 | 
0,04 % - — 
Kontrolle ! + + (+) + + 
0,03 &% _ } 
Kontrolle = 4 t (+) } + 
») Oo 
0,02 % - + 
Kontrolle oa 
0,01 % (+)(+) + 
Kontrolle 
0,005 % + + | 
Kontrolle + + + , + 
0.0025 °%, 1. + + A. of Lt 
Kontrolle t + + 


Tabelle LV gibt eine Ubersicht tiber die Hemmungswerte vo 
Hexylresorcin bei acht verschiedenen Pilzen 
Tabelle IV. 
Die Hemmungswerte (vorlaufiges Ergebnis) von 
Hexyl-resorcin 


liegen bei folgenden Pilzen zwischen oder bei: 








Penicillium , Fusarium 
oo Nectria galligena z Fusarium lini 
giaucum aurantiacum 
0.0025 bis 0.0925 bis 0.005 his 0.01 bis 0,02 % 
0,005 % 0,005 % 0,01 % 
Gloeosporium Polystictus Monilia Calonectria 
fructigenum versicolor fructigena graminicola 
0.0025 bis 0,03 bis 0,04 %, weniger als weniger als 
0,005 % 0,0025 °% 0,0025 % 


Sehr giinstige Ergebnisse erhielten wir auch mit Phenylathy! 
resorcin, wie Tabelle V zeigt, zunichst bei Graphium ulmi und Peni 


cillium glaucum 
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Tabelle V. 
Phenylathylresorcin auf Malzertraktagar. 


Ausgangslé6sung: wiasserige 0,041 °,ige Lésung. Angesetzt: 28. August 1928; 
durchgesehen: 30. August 1928; abgeschlossen: 5. September 1928. 





Konzentration Grapbium ulmi (3098) Penicillium glaucum (2487) 
0,0328 ©, _ 
Kontrolle : + 


0.0246 °, 
Kontrolle 
0,0164% . ~ 


) 
Kontrolle 


0.0082 % )(+ (+)/ 
Kontrolle , + 
0.0041 ©, +) ) (+) +) 
Kontrolle 


Am 30. August wurden die unverpilzt gebliebenen Réhrchen 
mit 1. Phoma armeniaca und 2. Hefe (Wildhefe) beimpft. 

Das Resultat deckt sich mit dem bei Graphium und Penicillium 
erhaltenen: Ein Wachstum war nicht festzustellen. 

Da die benutzte Hefekultur keine Reinkultur war, waren mit ihr 
Bakterien (Stabchen) tibertragen worden. Diese wuchsen noch gut 
bis zu 0,0246°,,. Auch auf 0,0328°,, zeigte sich noch Wachstum, aller 
dings sparlich! 

Die Versuche werden fortgesetzt und auf andere pflanzenpathogene 
Pilze, darunter Fusicladium, ausgedehnt. AuBerdem werden im Bakterio 
logischen Laboratorium der Biologischen Reichsanstalt die Wirkungen 
der beiden Phenole auf p/flanzenpathogene Bakterien durch Herrn 
Reg.-Rat Dr. Stapp untersucht, der hieriiber an anderer Stelle be 
sonders berichten wird. Die oben mitgeteilten Ergebnisse haben uns 
weiter zu einer Reihe von Freilandversuchen ermutigt, in denen wir 
der Frage einer Heilung bzw. Verhiitung gefaSparasitarer Welke 
krankheiten (Tracheomykosen) an Baiumen (Ulmen), Strauchern 
(Johannisbeer-) usw., sowie anderer durch die genannten Pilze hervor 
gerufener Pflanzenkrankheiten und Schadwirkungen naher getreten 
sind. Vielleicht lassen sich diese oder ahnliche Verbindungen auch zur 
Verhiitung der Verschimmelung technischer Stoffe verwenden. So 
zeigten mit ganz geringen Mengen Hexyl- und Phenylathylresorcin 
versetzte Leimproben, die Monate lang in offenen Behaltern der Luft 
ausgesetzt waren, weder Triibung noch Verpilzung 








Uber die Dunkelwirkung 
fluoreszierender Farbstoffe auf Diastase. 


Von 
G. Claus, 


(Aus dem botanischen Institut der Hochschule fiir Landwirtschaft 
Brauerei im Verband der Technischen Hochschule Miinchen.) 


(Eingegangen am 24. Oktober 1928.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Im Verlauf einiger Untersuchungen iiber den EinfluB des Eosins 
auf den Geotropismus der Wurzeln [s. auch Boas und Merkenschlager (| 
schien es wichtig, die Wirkung dieses Farbstoffs auf die Diastase kennen 
zulernen. Es hatte sich namlich gezeigt, da die Statolithenstark« 
der ageotropischen Wurzeln, die aus eosinbehandelten Samen e1 
wuchsen, teilweise oder ganzlich verschwunden war. Da unter normalen 
Verhaltnissen diese in der Wurzelhaube befindliche Starke nicht ab 
gebaut wird, war anzunehmen, da die Diastase des keimenden Samens 
durch das Eosin eine starke Aktivierung erfahrt. Zur Priifung dieser 
Vermutung wurden Wurzeln, die auf eosingetrinktem Filtrierpapier 
gewachsen waren, gewaschen, oberflaichlich abgetrocknet und im 
Mérser mit der zehnfachen Gewichtsmenge Wasser zerrieben. Daz 
wurde ein Parallelversuch mit normalen Wurzeln angesetzt und zu 
beiden einige Kubikzentimeter einer 0,1 °,igen Starkelésung gegeben 
Die nach 24 Stunden angestellte Jodprobe ergab bei dem Auszug aus 
mit Eosin behandelten Wurzeln eine rétlichgelbe, bei dem normale 
eine blauviolette Firbung. Erst nach weiteren 12 Stunden war auch 
hier ein rotgelber Ton erreicht. Die Diastaseaktivierung war somit 
bestatigt. 

Fiir eine genaue Bestimmung des gegenseitigen Verhaltnisse- 
Eosin— Diastase wurden nun Versuche mit Diastasepraparaten an 
gestellt. Es finden sich in der Literatur eine Reihe von Arbeiten, dix 
iiber die Dunkelwirkung des Eosins auf Diastase nur diese Eigen 
wirkung kommt hier in Frage — einzig die Angabe machen, daB eine 
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soiche nicht vorhanden ist [/Jodlbauer und Kudo (2)|. Bei Stark (3), 
welcher die photodynamische Wirkung fluoreszierender Farbstoffe auf 
Enzyme priifte, findet sich folgende Zuckerbestimmung: 





Hell Dunkel 

Maltose 
Diastase mit Eosin 0,05 ° 0.119 0,428 
re ohne , 0,430 0,429 


Die Zuckerbildung ist mit und ohne Eosin vollstandig gleich groB, 
eine Eosinférderung oder Eosinschadigung scheint hiernach nicht zu 
bestehen. Nichtsdestoweniger wurden einige Versuche zur Nach- 
prifung angestellt, da sich vor allem kaum Angaben iiber die bei den 

; Untersuchungen bestehenden Wasserstoffionenkonzentrationen fanden. 


Methodik. 


Fiir die Versuche wurde Diastase Maltin Kahlbauwm, Diastase Maltin 
Werck und Diastase absol. Merck verwendet, als Starke Amylum solubile 
Verck, meist in 2°,iger Lésung (Gesamtkonzentration 1°,). Gepuffert 





— wurde mit Phosphatgemisch nach Sérensen, die angegebenen py-Werte 
r(l mit dem Elektroionometer nach Liiers unter Benutzung der Chinhydron- 
nen lektrode festgestellt. 
tarke Zur Priifung des Starkeabbaues wurde in einigen Versuchen die Fehling- 
L eT sche Probe nach Reischauer angewendet; da sich Ubereinstimmung mit 
nalen der Jodprobe zeigte, kam letztere in den meisten Fallen allein zur An- 
“pr wendung. Von Zeit zu Zeit wurde den Versuchskélbchen | cem Fliissigkeit 
‘ entnommen, 9ccm Wasser und zwei Tropfen einer n/10 Jodlésung hinzu 
mens vegeben. Da infolge der Farbstoffzugabe die Eigenfarbe der Versuchs 
lieser fliissigkeit so stark wurde, daB die Farbe der Jodreaktion nicht einwandfrei 
apier festgestellt werden konnte, so wurde die Durchsichtigkeit als Kriterium 
yo les Abbaues verwendet. Grenzkélbchen war das letzte, das bei der zehn- 
fachen Verdiinnung nach der Jodzugabe noch vollstandig undurchsichtig 
Daz. blieb. Als weitere Abbaustufen kamen folgende Bezeichnungen in Ver 
d zu wendung, bei denen die in diesen Stadien nach Fehling bestimmten Maltose 
‘ben mengen angegeben sind: 
, aus ee a ee ee 03°, Maltose 
aler dunkel durchsichtig (braunrot) .. . . . . 0,4°, Maltose 
auch mittelhell durchsichtig (braunrot) .. . . 0,5 °% 
omit hell durchsichtig (braun-gelbrot). . . . . . 0,6°, 
gelb oder Eosineigenfarbe. . . . . .. . >0,6% 
isses 
an Dabei ist zu beriicksichtigen, daB die angegebenen Zahlen Mittelwerte aus 
di einer groBen Anzahl von Bestimmungen sind, daS Abweichungen Ofters 
— vorkommen, besonders bei verinderter Temperatur (meist 18 bis 20°), und 
gen daB bei den Zuckerbestimmungsversuchen wie bei allen Abbauversuchen 


ein ziemlich immer die gleiche Menge Starke auf die Diastaseeinheit trifft. 
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Versuche. 


Die ersten Versuche wurden ungepuffert durchgefiihrt, und zy 
wurde neben dem stark auf den Wurzelgeotropismus wirkenden Eo 
das schwach wirksame Fluorescein verwendet. Die Gesamtmenge 
Versuchsfliissigkeit betrug 21 cem je Kélbchen: 


Farbstofflésung ... . [es 
ee Be 6 4 6 ee we toe 
Seiemeitewune, @Sie . . 2. 2 wee ew ts 


Die Farbstoffgesamtkonzentration der einzelnen K6élbchen war 





1 ? 3 4 5 6 


0 0 0 ( 0 
‘ 0 0 0 0 


1 0,25 0,05 0,01 0,001 0 


Der Versuch wurde mit einem alteren Diastasepraparat Kahlbaum bei 34° | 
durchgefiihrt. Das Ergebnis zeigt Tabelle I. 


Tabelle I. 





c Eosin Fluorescein 
Nach Std. . Se 
1 2 3 4 5 K l 2 3 4 7 e.: 
3 L 4 4 + + + } + 
1"), : - — — +. - +} 4 
21), -_- = | 
== durchsichtig, = undurchsichtig 


Schon nach *, Stunden hat bereits die zweitschwichste Eosinkonzen 
tration (0,01 °,) einen Stairkeabbau bis zur beginnenden Durchsichtigkeit 
ergeben. Fluorescein wirkt in gleichem Sinne, doch bedeutend schwacher 
Um so erstaunlicher war das Ergebnis eines Versuches, der gleichzeitig 
mit Merck-Diastase angesetzt wurde. Die Konzentrationen waren die 
gleichen au®er der der Diastase, von der 1 cem einer Lésung 1: 1000 zu 
gegeben wurde. Die Jodprobe ergab: 


Tabe Tle i]. 





Eosin Fluorescein 
Nach Std. - —— 

1 2 3 a 5 IN 1 2 3 a 5 K 
31 3 4 <4. + } + 4 — + 4 } + ao 
4 + +. 4 } 4 4 4 +] 4 
41 9 + 7% abe 4. 4 4 4 + | + 
s +{/+)+) 4 - \- 
11 + | + —|- | 


Hieraus ist zu entnehmen, da8 beim Eosin nicht die geringste Férderung, 
im Gegenteil, eine deutliche Hemmung des Starkeabbaues eintritt, waihrend 
beim Fluorescein die Aktivierung genau so verléiuft wie in Tabelle I. Nach 
AbschluB des Versuches wurde fiir jede Probe die Wasserstoffionenkonzentra- 
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m bestimmt. Die Ergebnisse sind fiir die entsprechenden K6lbchen mit 
Verck- und Kahlbaum-Diastase so ahnlich, daB Tabelle III nur die de 
Verck-Kélbchen angibt. 


Tabelle IIT*. 





Eosin Fluorescein 
l =a 7.6 = 5.6 
2 &, 7,3 2 5.6 
3 63: 68 ct 59 
Es S es > 
4 2§! 6,7 |&O 6,4 
5 & 6.7 = 6.4 
IN <' 674” 6,7 


Mit zunehmender Farbstoffkonzentration finden also bedeutende 
Verschiebungen in dem py statt, die beim Fluorescein wahrscheinlich fiir 
den verschieden hohen Abbau Hemmung und Férderung verant- 
wortlich gemacht werden kénnen, da das Diastaseoptimum etwa bei py 4.6 
bis 5,2 liegt (4) und bei py 7,5 nur noch ein verhaltnismaéBig schwacher 
\bbau stattfindet. Bei Eosinzusatz dagegen verlauft die py-Zunahme 
vom Optimum der Diastase fort parallel mit einer Zunahme der Diastase- 
iktivierung, wenigstens bei der Kahlbaum-Diastase und innerhalb der 
verwendeten Eosinkonzentrationen. 

Um indessen diese Abhangigkeiten ganz auszuschalten, wurden die 
weiteren Versuche stets gepuffert. Es konnte festgestellt werden, daB eine 
Puffermenge von 4ccem auf 20 ccm Gesamtfliissigkeit ausreichend ist und 
daB allerdings durch diese Pufferlésung selbst eine ziemlich starke 
Aktivierung stattfindet. 


Es sei nun ein Versuch mitgeteilt, durch welchen die Wirkung 
verschiedener Wasserstoffkonzentrationen klargelegt werden sollte 
Die Zusammensetzung der Léisung war folgende: 


TF Se RS ee eee ee eee ee ae 
Puffergemisch nach Sérensen ............ 5 
Eosin 1: 1000 (Gesamtkonzentration 1: 10000) oder 

Aqua a eae eae ee ee eS 8 2 
Starkelésung 2°,ig (Gesamtkonzentration 1%)... . 10 


20 com 


1 Die durch den Eosinzusatz verursachte starke Verschiebung des py 
ins alkalische Gebiet konnte bei allen damals gemessenen Versuchsreihen (7) 
festgestellt werden. Messungen an spateren zur Kontrolle angesetzten 
Versuchen, bei denen andere Eosin- und Fluoresceinpraparate verwendet 
wurden, hatten folgendes Ergebnis: 





Pu bei 
Versuchs Versuchs- 
beginn abschluB 
Oe ES a 6,02 6,12 
» Fluoresceinzusatz (gesattigte wasserige Lésung) 6,05 6,19 
Kontrolle . a TP Ee he eee ale Wo 6,19 6,33 
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Die Reaktion stimmte in den Parallelkélbchen mit und ohne Eos 
vollstandig tiberein, allerdings wurde der pq des Puffers im sauren Gebiet 
etwas in Richtung zum Neutralpunkt verschoben, so daB in der Tabelle IV 
die tatsichlich gemessenen Werte (Elektroionometer und Mercks Universa 
indikator) eingetragen wurden. Die Gesamtkonzentration der verwendet«) 
Diastase Kahlbaum (Maltin) betrug in Reihe 1 0,035°% und in Reihe 2 








0,025%. Tabelle IV zeigt die Ergebnisse der Jodprobe nach 2, 4 w 
6 Stunden. 
Tabelle IV. 
0,035 °/9 Diastase nach 
Pa 
2 Std. 4 Std 6 Std 
5 j ohne EKosin ~ u. ++ +/+ 
| mit - u. +++4 t+++/+4 
5.05 { ohne J u. ++ +/+ 
- | mit 3 u. ++4 
55 { ohne, u. + + ++/+ 
: | mit u. ++ + 
58 ohne , n ++4 
. mit ” + t + +/+ + 
6 ohne ° u. t++++/++4 ++ 
mit i ++/+4+4 + + 
“ 
6.25 ohne s u. +++4+/4+4+4 
mit - +++ 
6.5 | ohne , u. ++++4+/+4+4 +4 
. \ mit a ++4+/+4 : . 
6.7 f ohne ma u. + +4 t++/++4 
. | mit . ++ + + 
0,025 °/, Diastase nach 
Pu 
2 Std 4 Std 6 Std 
5 | ohne Eosin u. u. ++++/+4 
: | mit = u. u. +++4 
5.25 ~~! ohne, u. u. t++4/44 
= | mit “ u. u. + ++4 
55 | ohne , u. u t++4+/4+44 
| mit Re u. u. ++4 
5.8 obne , u. u. 
mit as u. ++++/+++4+ ++ 
6 | ohne, u. u. t+++ 
{ mit “ u. +++/++4 ++/4 
6.25 { ohne a u. u. +++4 
‘ | mit ‘ u. ++ } 
65 | ohne e u. u. ++ ++ 
, | mit - u. ++/+ + 
6.7 | ohne ° , u. u. ++++4 
. | mit u. 
u. = undurchsichtig, ++++ = Beginn der Durchsichtigkeit. + + = dunkel durchsichtig 
(braunrot). ++ = mittelhell (braunrot). + = hell (gelb-braunrot) bis gelb (oder Eigenfarbe 


des Eosins). 


Innerhalb des py-Optimums findet somit durch das Eosin nur eine 
Hemmung der Diastase statt. Von py 5,5 bis 5,8 ab tritt in allen Fallen 
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eine Aktivierung durch diesen Farbstoff ein, die in dem naiher zum Neutra!- 
punkt hin gelegenen Reaktionsbereich weit iiber den bei giinstigstem py 
stattfindenden Abbau hinausgeht. Abb. 1 gibt den Verlauf des Stirke- 
abbaues (Diastasekonzentration 0,035 %) an Hand der Jodreaktion wieder, 
und zwar bei py 5,0: Kurve 1 ohne Eosin, Kurve 2 mit Eosin; bei pq 6,5: 
Kurve 3 ohne Eosin, Kurve 4 mit Eos Es ist noch zu bemerken, dab, 
obgleich alle in Kurven | bis 3 wied venen Proben nach 2 Stunden 
, Undurchsichtigkeit“* ergeben, sie Bp, Rerenens weit vom Beginn der 
Durchsichtigkeit entfernt sind. (° rung s. Tabelle IV.) 
——_—_—- sinkor 
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Abb. 


Die graphische Darstellung ]4Bt somit den durch Eosinzusatz bei 
ungiinstigem pg erreichten, verhaltnismaBig raschesten Stirkeabbau 
besonders gut erkennen. Da nun in den pflanzlichen Wurzelzellen 
wohl eine Wasserstoffionenkonzentration herrscht, die nicht optimal 
fiir die Diastase ist (5)*, so ist durch vorliegende Modellversuche die 
anfanglich festgestellte Aktivierung der Wurzeldiastase wahrscheinlich 
gemacht. In einigen anderen Versuchen, deren Reaktion im alkalischen 
Gebiet lag (pa 7 bis 8), konnte die férdernde Wirkung des Eosins gleich- 
falls festgestellt werden; jedoch blieb hier die Abbaugeschwindigkeit 
in den eosinhaltigen Versuchskélbchen hinter der bei pg 5 ohne Eosin 
erreichten zuriick. SchlieBlich sei darauf hingewiesen, daB bei dem 
in Tabelle IV mitgeteilten Versuch die eosinfreien Kélbchen bei py 5 
bis 5,5 die gleiche Jodreaktion geben. Das war in den zur Nachpriifung 
mehrfach angesetzten Kontrollversuchen, bei denen allerdings dic 
verwendete Diastasemenge geringer war, nicht der Fall. Es zeigte 
sich vielmehr meist ein gleichmaBiger Abfall von py 5 an, wie ihn 
folgendes Versuchsprotokoll wiedergibt. (Bezeichnung der Abbau- 
stufen wie in Tabelle IV, Diastasekonzentration 0,0125°,): 





Py 5 52 5,5 5.8 60 


Jodreaktion nach 20 Std. . ++ ++/++4 ++'++} ++/++4 


* Nach Dony (Diss. Weihenstephan 1927) betrigt die aktuelle Wasser- 
stoffionenkonzentration von WurzelpreBsaiften der Sommergerste py 6,4. 
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Die Reaktion stimmte in den Parallelkélbchen mit und ohne Eos 


vollstandig tiberein, allerdings wurde der pq des Puffers im sauren Gebict 
etwas in Richtung zum Neutralpunkt verschoben, so daB in der Tabelle I\ 


die tatsichlich gemessenen Werte (Elektroionometer und Mercks Universa 
indikator) eingetragen wurden. Die Gesamtkonzentration der verwendet: 
Diastase Kahlbaum (Maltin) betrug in Reihe 1 0,035°% und in Reihe 
0,025%. Tabelle IV zeigt die Ergebnisse der Jodprobe nach 2, 4 w 
6 Stunden. 


Tabelle IV. 





0,035 °/, Diastase nach 





Pu 
2 Std. 4 Std 6 Std. 
s f ohne Eosi» u. ++ ++/+ 
| mit a u. ++++4 t++/++4 
5.25 | ohne, u. ++ + +/+ 
os \ mit " u. +++ 
55 | ohne , u. ++ ++/+4 
a | mit iv u. be } 
58 { ohne , ’ ++4 ' 
™ \ mit © + t + +/+ 
6 ohne “ u. t++++/+++4 ++ 
mit ee ++/++4 ' n 
on ohne , a ++++/+4 t 
6,25 mit p oe - 
6.5 | ohne , u. +++4+/++4 ++ 
. | mit a ++4+/+4 + . 
6.7 { ohne , u. +++ ++/+4+4 
, | mit “ ++ ' ; 
' 0,025 °/y Diastase nach 
se 2 Std. 4 Std 6 Std 
5 | ohne Eosin u. u. +++4+/+4 
| mit - u. u. +++4 
5.25 | ohne , u. u. t+++/+4 
ort | mit Ma u. u. t+++4 
5B | ohne ” u. u t+++/++4 
, | mit i u. u. ++4 
5.8 obne , u. u. 
mit . u. t+++4+/+4+4 ++ 
6 j ohne , u. u. t++4 
{ mit ‘. u. +++/+4 ++/+ 
6.25 | ohne , u. u. +++4 
- | mit i u. + + } 
6.5 { ohne, u. u. ++ +4 
\ mit ‘ u. + +/+ t 
6.7 { ohne ., i u. +++4 
, | mit = u. 
u. == undurchsichtig, +--++ = Beginn der Durchsichtigkeit. + + = dunkel durchsichtig 
(braunrot). ++ = mittelhell (braunrot). + = hell (gelb-braunrot) bis gelb (oder Eigenfarbe 


des Eosins). 


Innerhalb des py-Optimums findet somit durch das Eosin nur eine 
Hemmung der Diastase statt. Von py 5,5 bis 5,8 ab tritt in allen Fallen 
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eine Aktivierung durch diesen Farbstoff ein, die in dem naher zum Neutra! - 
punkt hin gelegenen Reaktionsbereich weit iiber den bei giinstigstem py 
stattfindenden Abbau hinausgeht. Abb. 1 gibt den Verlauf des Starke- 
abbaues (Diastasekonzentration 0,035) an Hand der Jodreaktion wieder, 
nd zwar bei py 5,0: Kurve 1 ohne Eosin, Kurve 2 mit Eosin; bei pg 6,5: 
K\urve 3 ohne Eosin, Kurve 4 mit Eosin. Es ist noch zu bemerken, dab, 
obgleich alle in Kurven | bis 3 wiedergegebenen Proben nach 2 Stunden 
Undurchsichtigkeit‘* ergeben, sie doch verschieden weit vom Beginn der 
Durchsichtigkeit entfernt sind. (Zeichenerklarung s. Tabelle IV.) 
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nach2 «Std . 
Abb. 


Die graphische Darstellung ]4Bt somit den durch Eosinzusatz bei 
ungiinstigem pg erreichten, verhaltnismaBig raschesten Stirkeabbau 
besonders gut erkennen. Da nun in den pflanzlichen Wurzelzellen 
wohl eine Wasserstoffionenkonzentration herrscht, die nicht optimal 
fiir die Diastase ist (5)*, so ist durch vorliegende Modellversuche die 
anfanglich festgestellte Aktivierung der Wurzeldiastase wahrscheinlich 
gemacht. In einigen anderen Versuchen, deren Reaktion im alkalischen 
Gebiet lag (pa 7 bis 8), konnte die férdernde Wirkung des Eosins gleich- 
falls festgestellt werden; jedoch blieb hier die Abbaugeschwindigkeit 
in den eosinhaltigen Versuchskélbchen hinter der bei pg 5 ohne Eosin 
erreichten zuriick. SchlieBlich sei darauf hingewiesen, daB bei dem 
in Tabelle IV mitgeteilten Versuch die eosinfreien Kélbchen bei py 5 
bis 5,5 die gleiche Jodreaktion geben. Das war in den zur Nachpriifung 
mehrfach angesetzten Kontrollversuchen, bei denen allerdings dic 
verwendete Diastasemenge geringer war, nicht der Fall. Es zeigte 
sich vielmehr meist ein gleichmaBiger Abfall von py 5 an, wie ihn 
folgendes Versuchsprotokoll wiedergibt. (Bezeichnung der Abbau- 
stufen wie in Tabelle IV, Diastasekonzentration 0,0125",,): 





Pu 5 52 5.5 5.8 6 


Jodreaktion nach 20 Std. . ++ t+/++4 b+ '+¢+4 ++/ 


* Nach Dony (Diss. Weihenstephan 1927) betrigt die aktuelle Wasser- 
stoffionenkonzentration von Wurzelprefisiften der Sommergerste py 6,4. 
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Die GréBe der Beschleunigung, d.h. der Diastasewirkungswert | 
und ohne Eosin, wurde nun nach Wohlgemuth (6) bestimmt, nur ds 
hier, wie schon oben erwiahnt, als Limesglaschen dasjenige angenomny 
wurde, das gerade noch durchsichtig war. 

Dabei ergab sich fiir ,,Maltin’‘ Kahlbaum bei einer Eosingesar 
konzentration von 1: 10000 der Wirkungswert p**, 80, d.h. le 
einer | %igen Diastaselésung baut in 5 Stunden bei 18° 80 ccm einer 1 ©, iv 
Starkelésung bis zu dem augenommenen Limeswert ab. Ohne Eosin dagey: 


ist pes, = 26,6, es werden in gleicher Zeit bei gleicher Temperatur ; 
26,6ccm der gleichen Tsung verarbeitet. An dieser Stelle sei auf di 


vergleichsweise angestell *n Zuc:kerbestimmungsversuche eingegangen. 1); 
Zusammensetzung der veiwend eten Lésung war: 


Diastase Maltin Avilbaveum ......... =12eem 

een Ei ceew Ge a ee ee te ce TB ns 

Sérensen-Pufferlésuz , 6,8) 20 ws 

Aqua dest. . mm « 
2° 60 


Starkelésung (2 %ig) 


120 cem 


Nach 24 Stunden Wirkungszeit bei 16° C wurde eine Reihe von Reagenz 
roéhrechen mit je 5cecem dieser beiden Lésungen (mit und ohne Eosin) be 
schickt, steigende Mengen Fehlingscher Lésung hinzugegeben und das 
Grenzréhrchen bestimmt, das nach Aufkochen und Abfiltrieren noch eine 
Cu-Reaktion gab (nach Reischauer). In einer zweiten Reihe wurde dann 
durch Zugabe geringer abgestufter Mengen Fehlingscher Lésung die ver- 
brauchte Menge genauer festgestellt und nach Kénig (7) in Maltose um 
gerechnet. Die schlieBlich erhaltenen Verbrauchszahlen waren bei 5 ccm 
Lésung ohne Eosin 0,95cem, mit Eosin 2,05cem, was einem Maltose 
gehalt von 0,138 bzw. 0,296% entspricht. Die Jodproben dieser beider 
Lésungen zeigten: 

mit Eosin dunkel durchsichtig (braunrot), 
ohne Eosin undurchsichtig. 

Bei der Zuckerbestimmung ist also eine nicht ganz so groBe Aktivierung 
durch das Eosin festzustellen wie bei der Jodprobe (3- gegen 2,14fach). 
Maltosebestimmungen bei Versuchen mit Merck-Diastase hatten nach 
15 Stunden Versuchsdauer folgendes Ergebnis: 


Diastase absol. 4/3.,% Gesamtkonzentration 
ohne Eosin 0,504 Maltose, Jodprobe mittelhell durchsichtig (braunrot) 


mit »  0,326%, - o ~ " 


Diastase Maltin. */399°, Gesamtkonzentration 
ohne Eosin 0,549°% Maltose, Jodprobe mittelhell durchsichtig 
mit »  0,400% - 7 dunkel na 


Es tritt somit eine bedeutende Hemmung der Zuckerbildung durch 
das Eosin ein. In einem anderen Faille ergab sich: 
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Diastase Maltin Kahlbaum. '/,.% Gesamtkonzentration 
ohne Eosin 0,442 °, Maltose, Jodprobe mittelhell /hell durchsichtig (braun- 
gelbrot) 
mit » 0,624% os keine Jodreaktion mehr 


Diastase absol. Merck. *'/,,% Gesamtkonzentration 

ohne Eosin 0,699° Maltose, Jodprobe keine Jodreaktion mehr 
mit - 0,624 % - a es 

Die Bestimmung der schwiichsten Eosinkonzentration, welche bei der 
Kahlbaum-Diastase noch eine Férderung hervorruft, wurde gleichfalls 
nach Wohlgemuth (6) ausgefiihrt. Es sei darauf hingewiesen, daB Boas 
und Merkenschlager eine Beeinflussung des Wurzelgeotropismus noch in 
einer Verdiinnung von 1: 600000 fanden. Die hier ausgefiihrten Versuche 
zeigten dagegen bei vielfacher Wiederholung eine Beschleunigung des 
Starkeabbaues durch das Eosin nur bis zu einer Konzentration von durch- 
schnittlich 1: 400000 (1: 350000 bis 1: 450000). In Verdiinnungen tiber 
1: 450000 wurde in keinem Falle eine Aktivierung beobachtet. 


Versuche mit anderen Farbstoffen. 


In einer groBen Reihe von Versuchen (pg 6,4 bis 6.8) wurde die 
Wirkung der iibrigen Farbstoffe der Fluoresceinreihe gepriift, ver- 
gleichsweise auch Phenosafranin mit verwendet. Es zeigte sich, dab 
nur dieser letzte Farbstoff in ahnlich starkem Mabe wirkt wie das 
Eosin, waihrend durch Zugabe der anderen nicht einmal eine Ver- 
doppelung des Diastasewirkungswertes erreicht wird. In der folgen- 
den Aufstellung sind die eben noch wirksamen Grenzkonzentrationen 
fiir diese Farbstoffe eingetragen. 

Phenosafranin 1 : 300000 (1: 250000 bis 1 : 350000) 

Rose bengale 1: 10000 

Phloxin 1: §000 

Erythrosin 1: 1000 
Beidem Phloxin und vor allem bei dem sehr schwach diastaseférdernden 
Erythrosin wurde die Erfahrung gemacht, daB sich diese geringe 
Férderung des Stairkeabbaues zuweilen in eine ebenso grobe Hemmung 
umkehrte, vielleicht aus den gleichen Griinden, die bei den starker 
wirksamen Farbstoffen das Schwanken der Grenzkonzentrationen 
verursachen. Es wire miglich, daf hierfiir geringe Unterschiede in der 
Herstellung der verwendeten Stirkelésung (eventuell Temperatur) 
verantwortlich gemacht werden kénnten. Die starkste Beeinflussung 
der Diastase zeigen also die drei Farbstoffe Eosin, Phenosafranin und 
Rose bengale, dieselben, die nach den Versuchen von Busck (8) und 
Jodlbauer und Kudo (2) EiweiBverbindungen in stirkerem Mabe ein- 
gehen. Wahrend jedoch Phenosafranin nicht die geringste Wirkung 
auf den Geotropismus der Wurzeln ausiibt, verhalt sich Rose bengale 
und besonders das nur schwach diastaseférdernde Phloxin (und Ery- 
throsin) in dieser Hinsicht ebenso wie das Eosin. 


80 * 
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Das unterschiedliche Verhalten verschiedener Diastasepriparate. 

Um die Ursache der entgegengesetzten Wirkung des Eosins a 
Merck- und Kahlbaum-Diastasepriparate aufzukliren, wurden » 
klarfiltrierten 1 °,igen Diastaselisungen einige Reaktionen ausgefiihr! 
die im folgenden zusammengestellt sind. 





Diastase absolut Diastase Maltin 
Merck Kahibaum 
Nynhydrin. . . ies tief blauviolett Spur 
Essbachsches Reagens Sr starker Niederschlag _ 
Silbernitrat ... “ge i = Tribung 
Bariumehlorid ....... Tribung — 
Fehlingsche Probe... . . starke Cu-Reduktion — 


Die starke Fehling-Reduktion der Kahlbaum-Diastase ist auf den 
Milchzuckergehalt dieses Priparats zuriickzufiihren, der den Starkeabbau 
jedoch in keiner Weise beeinfluBbt. Es zeigt sich ferner vor allem ein Unter 
schied im Eiwei8gehalt. Wahrend Merck-Diastase einen starken Niede: 
schlag mit Essbachschem Reagens gibt, fehlt dieser bei Kahlbaum-Diastas: 
volistaéndig. Mit letzterer wurden daraufhin einige Abbauversuche an 
gesetzt, denen geringe Mengen HiihnereiweiS zugegeben wurden. In cer 
Tat konnte dann kein Unterschied mehr zwischen eosinfreien und eosin 
haltigen Reihen festgestellt werden, wie das folgende Versuchsprotoko! 
zeigt. Die Zusammensetzung der Versuchslésung war: 


Diastase, '/,%ig . l cem 
Eosin, 1 : 500 he ce eee Se Sena ae eee 
Pee ee sg k's a QR MENS Ve 
EiweiBlésung verschiedener Konzentration 4 
ee, rs Sea a ce we ee wu te OS 
20 cem 
Bei einer Konzentration des Hiihnereiklars von 0,3 % bezogen auf 
die gesamte Fliissigkeitsmenge (entsprechender wirklicher EiweiSgehalt 
0,037 %) — ergab die Jodprobe nach einigen Stunden: 
mit EiweiB mit Eosin hell /mittelhell durchsichtig 
- ohne ,, ad ss 
ohne ,, mit wa dunkel durchsichtig 
r ~ ohne ,, undurchsichtig 


Durch das zugefiigte EiweiB wird anscheinend eine derart starke 
Diastasefirderung erreicht, daB eine weitere Eosinwirkung nicht mehr 
stattfinden kann. Tatsichlich war auch in allen Versuchen das Abbau 
vermégen der Merck-Diastase bedeutend gréBer als das des Kahlhaum- 
Priparats, das auf der anderen Seite den Vorzug der griéBeren Reinheit 
besitzt. Jedenfalls mu’ das verschiedene Verhalten der beiden bei 
allen Versuchen mit Malzdiastase beriicksichtigt werden. Sergius 
Lawow (9) z. B. stellte fest, daB sich Takadiastase und Malzdiastase 
Merck in ihrer Wirkung auf die Zymase entgegengesetzt verhalten 
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so daB hier ein Unterschied der beiden wenn auch nur sekundarer 
\rt — vorliegen wiirde (Takadiastase hemmt, Malzdiastase Merck 
fordert die Saccharosevergirung). Die Versuche wurden von mir mit 
Verck-, Kahlbawm- und Takadiastase (Mycelauszug von Aspergillus 
oryzae) wiederholt, und es ergab sich ein vollstandig gleiches Ver- 
halten von Merck- und Takadiastase (Férderung der Zymase), wahrend 
das Kahlbaum-Praparat wie Lwows Takadiastase wirkte (Hemmung 
der Zymase). Damit ist eindeutig bewiesen, daB es sich hier nur um 
Unterschiede in den Beimengungen und der Herstellung der Priparate 
handelt, nicht dagegen um prinzipielle Verschiedenheiten. 

Es sei nun ein Versuch mitgeteilt, der zeigt, daB auch durch Pepton- 
zusatz der Stairkeabbau der Kahlbaum-Diastase sehr stark beschleunigt 
wird, so daB die Unterschiede in den Reihen mit und ohne Eosin stark 
abnehmen, jedoch nicht ganz verschwinden. 


Kahlbaum-Diastase . . . . . . . "/49% Gesamtkonzentration 
EE tas on a, ee 

Ng eh ee ne 

a a a ere 


Die Fehlingprobe ergab nach 7 Stunden: 


mit Pepton ohne Eosin. ...... . . 0,489°. Maltose 
9” - mit ee a, ee ll, 

ohne _,, ohne , .. on eo w + v Oe ” 
o» je mit a a we oe et es a a ee rs 


SchlieBlich wurde noch die Wirkung des Eosins auf Speichel- und 
Takadiastase gepriift. Speicheldiastase zeigte ohne Eosin einen 
Wirkungswert von D?** = 320, d.h. leem reiner Speichel baute in 
15 Stunden bei 20° 320 cem einer 1 °, igen Starkelésung bis zu unserem 
Limeswert ab. Bei Eosinzusatz war re. 855. Zu den Versuchen 
mit Takadiastase wurde getrocknetes Mycel von Aspergillus oryzae 
mit Wasser extrahiert und das Filtrat ohne weiteres fiir die Starke 
abbauversuche verwendet. Eine Férderung durch das Eosimr konnte 
nicht festgestellt werden, wahrscheinlich auch hier wegen mangelnder 
Reinheit der Diastase. 


Zusammenfassung. 


1. Die Diastase von Keimwurzeln, welche infolge Eosinbehandlung 
der Samen anormales geotropisches Wachstum zeigen, ist im Vergleich 
zur Diastase normaler Wurzeln stairker wirksam. Daraufhin aus- 
gefiihrte Versuche mit Diastasepraparaten ergaben: 

2. Die Farbstoffe der Fluoresceinreihe und das Phenosafranin 
rufen bei Zugabe zu einer Starkediastaselisung eine Beschleunigung 
des Stairkeabbaues hervor, so daB bei Eosin und Phenosafranin das 
Doppelte bis Dreifache, bei Rose bengale, Phloxin und Erythrosin 
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nicht ganz das Doppelte der normalen Abbaugeschwindigkeit w 
Zuckerbildung erreicht wird. 

3. Diese Abbaubeschleunigung findet nur aufBerhalb des p 
Optimums der Diastase statt (gepriift wurde py, 5 bis 8), geht al: 
liber den bei giinstigstem p_ ohne Eosinzugabe erzielten Abbau lx 
deutend hinaus. 

4. Die noch wirksamen Grenzkonzentrationen betragen 1 : 1000 
(Erythrosin) bis 1 : 400000 (Eosin). 

5. Diastase absol. Merck und Maltin Merck zeigen bei Zugabe voi 
Eosin usw. keine Férderung des Starkeabbaues, vielmehr eine gering: 
Hemmung. Es konnte gezeigt werden, daB die in diesen Praparate; 
enthaltenen Eiweibkérper wahrscheinlich ihrerseits stark aktiviere: 
und dadurch die Farbstoffe nicht zur Wirkung kommen lassen. Dieses 
verschiedene Verhalten einzelner Enzympraparate klart unterschied 
liche Angaben in der Literatur auf und ist bei allen Versuchen mit 
Malzdiastase zu _ beriicksichtigen. 

6. Speicheldiastase kann durch die verwendeten Farbstoffe eben 
falls stimuliert werden. Bei dem verwendeten takadiastasehaltigen 
Mycelauszug von Aspergillus oryzae hingegen verliefen die Versuch: 
negativ. 
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Beitrige zur Physiologie iiberlebender Siugetierherzen. 


V. Mitteilung: 
Uber den Zuckerverbrauch der iiberlebenden Herzen von normalen Katzen, 


Ve ym 
Georg Ambrus. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der kénig]. ungar. Universitat 
Budapest.) 


(Eingegangen am 26. Oktober 1928.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Vor einiger Zeit wurde von mir! und von Aszdédi*® gezeigt, daB 
der auf die Gewichtseinheit reduzierte Zuckerverbrauch tiberlebender 
Katzenherzen erheblich gréBer ist, als von weitaus den meisten friiheren 
Autoren gefunden wurde; gleichzeitig auch, dab, wenn man diese 
Versuche in drei je einstiindige Perioden geteilt ausfiihrt, der griBte 
Zuckerverbrauch beinahe immer auf die erste Periode entfallt, und zwar, 
wie ich vermutete, infolge der rasch zunehmenden Ermiidung der 
unter durchaus nicht physiologischen Verhaltnissen arbeitenden Herzen. 

Nachdem inzwischen der Zuckerverbrauch der _ iiberlebenden 
Herzen verschiedentlich vorbehandelter Katzen bestimmt wurde, 
ergab sich die Notwendigkeit, obige Befunde, die ja insgesamt nur 
an den Herzen von neun normalen Katzen erhoben wurden, durch 
eine gréBere Anzahl von Versuchen zu verifizieren. 

Ich habe diese Versuche in demselben modifizierten Locke- Rosen- 
heimschen Apparat und anscheinend unter denselben Versuchs- 
bedingungen ausgefiihrt, erhielt aber trotzdem von den obigen teilweise 
abweichende Resultate, die in nachstehender Tabelle I zusammen- 
gestellt sind, waihrend alle tibrigen Versuchsdaten in der General- 
tabelle am Ende des Textes erthalten sind. 


1 (7. Ambrus, diese Zeitschr. 185, 442, 1927. 
2 J. Aszédi, ebendaselbst 185, 450, 1927. 
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Tabelle 1. 





_— Zuckerverbrauch pro Std. und g wo Zuckerverbrauch pro Std. ur 
Herztrockensubstanz euchtes des feucht gewogenen Herze 

Nr trocken: Herz: 
‘|| gewicht | Periode 1 Periode 2 Periode 3 8¢Wicht = Periode 1 Periode 2 Period: 
g mg mg mg g mg mg mg 
95 2,779 51 40 36 21,55 6,5 6.2 44 
94 2,643 43 44 52 20,30 5.6 5.8 6.8 
106 2,627 58 57 36 20,30 7,6 7.4 4.7 
99 2,157 43 46 42 16,00 5.8 6,2 5.7 
101 1,907 67 79 87 13,90 93 10.9 11,9 
100. 1,821 63 49 40 16,40 7,1 5.6 4.5 
98 1.560 54 DS 56 13.05 6.5 7.0 5.3 
97 1,347 52 68 70 11,35 6,2 8,2 8.4 
104 | 1,322 50 44 25 11,40 5,8 51 29 
93 || 1,243(?) 57(?) 85(?) 52(?)) 16,30?) 4,4(?) 6,5(?) 4,0 
105 | 1,229 76 48 73 9,20 10,1 6,4 9,8 
102 | 1,213 93 111 93 10,50 10,8 12.6 10,8 
193 0.988 hl 80 53 7.90 6.4 10.0 6.6 
96 0,922 79 95 56 7,15 10,2 12,3 7.3 


A. Gesteigerter Zuckerverbrauch in der zweiten Periode. 


Wie aus Tabelle I zu ersehen, war im Gegensatz zu unseren ilteren 
Befunden, in sechs von insgesamt 14 Versuchen der Zuckerverbrauc! 
in der zweiten Periode gréBer als in der ersten, in anderen drei Ver 
suchen sogar in der dritten Periode gréBer als in den beiden voraus 
gehenden, und nur in fiinf Versuchen in der ersten Periode am gréBten 
DaB es sich hierbei um einen Zufall handeln kénnte, war wohl kaum 
anzunehmen. Weit wahrscheinlicher ist es, daB ein versuchstechnischer 
Unterschied zwischen friiheren und spiteren Versuchen vorliegt, wic 
es sich auch tatsachlich, allerdings nur auf Umwegen herausgestellt hat 

In einer weiteren Mitteilung hat naimlich Aszdédi! berichtet, dat 
in seinen spiteren Versuchen 74 bis 80 (pankreasdiabetische Katzen 
der Zuckerverbrauch genau so wie in den Alteren Versuchen in der 
ersten Periode, hingegen in seinen Versuchen 81 bis 86 (an mit Insulin 
vorbehandelten diabetischen Katzen) in der zweiten Periode am starksten war 
Uber die mutmaBliche Ursache dieser Erscheinung hatte sich Aszddi 
sehr vorsichtig geaéuBert und, indem er auf gewisse Moéglichkeiten 
hinwies, hinzugefiigt: ,,dies sind aber nur miiBige Annahmen, und es 
ist besser, uns zunichst auf die Registrierung der oben erérterten 
Tatsache zu beschrinken‘*. Wie sehr diese Vorsicht am Platze war, 
erhellt daraus, daB sich alles wéit einfacher und natiirlicher erklaren 
14Bt. Ordnet man namlich alle an tiberlebenden Katzenherzen in 
unserem Institut ausgefiihrten Versuche nach dem Zeitpunkt, wie sie 
zur Ausfiihrung kamen, so ergibt sich folgendes. 


1 J. Aszédi, diese Zeitschr. 192, 14, 1927. 
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Versuch Perinde mit dem 


Zeitpunkt Katze gréBten Zucker 
Nr. verbrauch 
50—52 April bis Mai 1925 normal 1 
63—69 Mai bis August 1926 normal I 
74—80 Mai bis Juli 1926 pankreasdiabetisch l 
87—92 Juli bis Septbr. 1926 normal, mit Insulin be 1 
handelt 
81—86 November 1926 pankreasdiabetisch, mit 2 
Iusulin behandelt 
Unverdffentlicht Dezember 1926 bis schilddriisenlos 2 
Dezember 1927 
Hier mitgeteilt Januar 1927 und normal 2 


Mai bis Juni 1928 


Es muB also in jedem Versuche, vom November 1926 angefangen, 
zwischen erster und zweiter Periode irgend etwas in anderer Weise, 
wahrscheinlich besser, ausgefiihrt worden sein, als in den friiheren 
Versuchen; und da kann es sich offenbar nur um gewisse Handgriffe 
bei dem von uns stets geiibten Tausch der Durchstrémungsfliissigkeit 
zwischen je zwei Versuchsperioden handeln. Bei diesem Tausch 
muB nimlich das Herz aus dem Apparat erst herausgenommen, dann 
wieder in den Apparat eingesetzt werden, wobei ihm in erster Reihe 
die Gefahr einer Luftembolie droht, die ja durchaus nicht alle seine 
GefiBe betreffen muB, daher es noch lebensfihig, wenn auch in seinen 
Umsitzen geschwacht, bleiben kann. So sicher es namlich gelingt, 
den Apparat vor dem ersten Versuche, wo beliebige Zeit zur Vor- 
bereitung zur Verfiigung steht, in allen seinen Teilen von Luft frei- 
zubekommen, so schwierig ist es, den ganzen komplizierten Apparat 
in den wenigen Minuten zwischen zwei Perioden wieder so anzufiillen, 
daB er auch von kleinsten Luftblasen frei bleibe. Es ist nun klar, daB 
dies spiter, bei gréBerer Ubung, besser als friiher gelungen ist, womit 
in plausibler Weise erklart ist, warum in den friiheren Versuchen, wo 
wir diesen Umstinden noch keine geniigende Aufmerksamkeit ge- 
schenkt hatten, der Zuckerverbrauch in der zweiten Periode abfiel, 
in den neueren Versuchen aber nicht. Ungeklirt bleibt aber noch der 
Umstand, warum in diesen spiteren Versuchen der Zuckerverbrauch 
in der zweiten Periode sogar gesteigert ist? Der Momente, durch die 
sich dies erkliren lieBe, gibt es so manche; doch laBt es sich zurzeit 
noch nicht entscheiden, welches unter ihnen das ausschlaggebende ist. 
So unterliegt es keinem Zweifel, daB das Herauswilzen des Herzens 
aus der eréffneten Pericardialhéhle, das Aufsuchen des Aortenbogens, 
das Einbinden der Kaniile in den Aortenstumpf, das Auswaschen der 
letzten Blutspuren aus den HerzgefaBen, die kaum zu vermeidende 
Abkiihlung des Herzens wahrend dieser Manipulationen usw. auf das 
Herz schadigend einwirken kénnen, und wenn auch nicht seine mechani- 
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schen Leistungen, doch seinen Zuckerverbrauch am Beginn der erst 
Periode beeintrachtigen kénnen. In der ersterwihnten Mitteilung v: 
Aszédi ist die Diskrepanz dieser beiden Leistungen des Herze: 
wie folgt hervorgehoben: ,,Der Zuckerverbrauch tiberlebender Saugetie: 
herzen steht in keinem Verhiltnis zur sichtbaren Starke der Her: 
aktion (Frequenz, Art der Kontraktion). Es kann aber auch sein, da 
das Herz in der ersten Periode, nachdem es erst kurz vorher den 
lebenden Tiere entnommen wurde, sich noch im Vollbesitze sein: 
Glykogenvorrats befindet, daher den Zucker aus der Durchstrémungs 
fliissigkeit weit weniger in Anspruch nimmt als spater in der zweiten 
Periode, da sein Glykogen bereits ganz oder zum grébten Teile auf 
gebraucht ist. 


Trifft nun eines dieser Momente zu, durch die der Zuckerverbrauc! 
in der ersten Periode herabgesetzt wird, und fallen, wie mutmaBlich in 
unseren spiteren Versuchen, die stérenden Momente (Luftembolic 
fort, die das Herz in der zweiten Periode beeintrachtigen kénnten, so 
mu das Herz in dieser zweiten Periode mehr Zucker als in der ersten 
verbrauchen. 


B. Der Zuckerverbrauch verschieden groBer Katzenherzen, 


In der mehrmals erwahnten Arbeit von Aszdédi wurde gezeigt 
daB es keinen rechten Sinn hat, einen Durchschnittswert fiir den Zucker- 
verbrauch iiberlebender Katzenherzen zu berechnen, da kleinere Herzen 
verhiltnismaibig weit mehr Zucker als gréBere verbrauchen. Weit 
richtiger ist es, den Zuckerverbrauch an einer méglichst groben Zah! 
von Herzen von verschiedener GréBe zu bestimmen und die so er 
haltenen Werte nach der GréBe der Herzen geordnet tabellarisch zu 
sammenzustellen. Auch diirfte es richtiger sein, hierbei nicht bloB dic 
Werte einer einzigen Periode (in der von Aszédi waren es die der ersten 
Periode), sondern in jeder Versuchsrethe den héichsten Wert zu beriick- 
sichtigen, ungeachtet dessen, zu welcher Zeit er erhalten wurde. Denn 
(immer vorausgesetzt, da keine Analysenfehler unterlaufen) es ist wohl 
anzunehmen, da fiir die Zuckerverbrauchsfahigkeit eines Herzens der 
héchste im betreffenden Versuche konstatierte Wert am charakteristisch- 
sten ist. In nachstehender Tabelle II wie auch in der Abbildung sind 
sowohl die iilteren neun, wie auch die in dieser Mitteilung besprochenen 
13 neuen Werte! aufgenommen, und wird durch sie der seinerzeit von 
Aszédi aufgestellte Satz, wonach kleine Herzen verhdltnismapig weit 


1 Vom Versuch 93 muBte hier abgesehen werden, da, wie aus dem von 
allen anderen abweichenden Trockensubstanzgehalt dieses Herzens hervor- 
geht, entweder das feuchte Herz oder seine Trockensubstanz fehlerhaft ab- 
gewogen wurde (siehe letzten Stab der Generaltabelle). 
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Tabelle II. 








Zuckerverbrauch . Zuckerverbrauch 
Herz pro Std. und g : Feuchtes pro Std. und g 
Nr trockengewicht  Herztrockengewicht Nr. Herzgewicht feuchtes Herzgewicht 
g mg 8 mg 
69 3.368 38 69 30,0 4.3 
95 2,779 51 95 21,55 6.5 
G4 2.643 52 68 20,4 5,5 
106 2.627 58 94 20,3 7,6 
51 2,270 60 67 18,7 7,3 
99 2,157 46 51 17,7 7,9 
68 1.975 57 100 16.4 7,1 
101 1,907 87 99 16,0 6,2 
100 1,821 63 66 14.8 6,7 
66 1,751 57 101 13,9 11,9 
52 1,588 53 52 13.8 6.1 
65 1,575 56 65 13,7 6.4 
98 1,560 58 98 13,05 7,0 
97 1,347 70 104 11.4 5,8 
104 1,322 50 97 11,35 8.4 
105 1,229 76 Bf 10.5 7,7 
102 1,213 111 102 10,5 12,6 
50 1,128 69 64 10.3 90 
64 1.057 SS 105 9,2 10,1 
103 0,983 80 63 8.5 95 
96 0,922 95 103 7,9 10,0 
63 0.905 89 96 7,15 12,3 
é 170° - 
a3 
S & 
s 6 40 
c S 
S i 
S & 60 + : ; ‘N 
: $ a 1 ae 
~ rn oe a 
° S40 ; 
e* 
as 
S 320 300 280 260 240 220 200 480 30 7440 120 1009r 
Nerztrockengew ~e 
Abb. 1. 


mehr Zucker als groBe verbrauchen, aufs neue bekraftigt. Dabei ist es, 
wie vorauszusehen war, von einigen Verschiebungen, die durch den 
ungleichmaBigen Wassergehalt der verschiedenen Herzen  bedingt 
sind, ohne wesentlichen Belang, ob die Reduktion auf die Gewichts- 
einheit des feucht gewogenen Herzens oder auf die seines Trocken- 
gewichts erfolgt. 

DaB es hierbei einige aus der Reihe der tibrigen springende Werte 
gibt, ist ebensowenig wunderzunehmen, wie, dab die erwahnte Gesetz- 
maBigkeit an den Herzen mittlerer GréBe weniger klar als an den ganz 
groBen bzw. ganz kleinen in Erscheinung tritt. 
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Zwei Cholesterinreaktionen. 


Von 


E. Bahl. 
(Aus der Universitats-Kinderklinik,j Kénigsberg i. Pr.) 
(Eingegangen am 27. Oktober 1928.) 


a 


Eine Lésung von Benzidin in Eisessig gibt mit Cholesterin eine 
gelbbraune Farbung. 

Eine schwach rosa gefarbte Lésung von Rosanilin in Chloroform 
gibt mit Cholesterin eine intensiv rote Farbung. 


Beide Reaktionen gehen den bekannten Reaktionen von Salkowski 
und Liebermann parallel. 
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Stoffwechsel der Froschnetzhaut 
bei verschiedenen Temperaturen und Bemerkung iiber den 
Meyerhofquotienten bei verschiedenen Temperaturen. 


Von 
I. Kuhowitz. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 24. September 1928.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Nimmt man die Warmbliiternetzhaut aus dem Kdérper heraus 
so findet man! sowohl in Ringerlésung als auch in Serum einen Stoff- 
wechsel, wie ihn andere normale Kérpergewebe nur zeigen, wenn man 
ihre Atmung schadigt: eine groBbe aerobe Glykolyse. Den Stoffwechsel 
der Froschnetzhaut dagegen fand 2. Negelein®, bei 20° und in Ringer- 
lésung, normal. Ich habe auf Vorschlag von Herrn Warburg den 
Stoffwechsel der Froschnetzhaut in Froschserum bei verschiedenen 
Temperaturen untersucht und dabei folgende Werte erhalten: 





N 0, 
. N» Cv — Cy 
Temperatur Yo, Oy Cu — = 
(Atmung) (aerobe Glykolyse) (anacrobe Yo, 
°C Glykolyse) (Meyerhofquotient) 
15 — $i 0 + 55 1,75 
20 — 4,5 0,2 +114 2.44 
25 — 5,9 0 + 17,7 3,0 
35 — 7,9 + 2.6 + 33.4 3,9 
40) — 4, +42 + 42 0 


Abb. 1 ist eine graphische Darstellung der Versuche. Zwischen 
15° und 35° steigen Atmung und anaerobe Glykolyse an. Die aerobe 
Glykolyse ist in diesem Temperaturgebiet Null. Erwarmt man weiter 
so fallt die Atmung ab, was beweist, daB die Zellen durch Temperaturen 


1 Warburg, Posener und Negelein, diese Zeitschr. 152, 309, 1924; H. A. 
Krebs, ebendaselbst 189, 57, 1927; Ch. Tamija, ebendaselbst 189, 114, 1927. 
2 E. Negelein, ebendaselbst 165, 122, 1925. 
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iiber 35° geschidigt werden. Dann erscheint fast plotzlich 
aerobe Glykolyse, die bei 40° ebenso groB ist. wie die anaerobe Glykol) 
Die Froschnetzhaut verhialt sich also bei héheren Temperaturen ahnli 
wie die Warmbliiternetzhaut. 





“i 








—- Stoffwechse/ 








15° 7g° F A he 27? J7e JS? ae 8=— #3 
—=- Jemperatur 
Abb. 1. 


Die Versuche zeigen, wie empfindlich die Atmung der Netzhaut 
ist und wie die aerobe Glykolyse der Netzhaut unter Bedingungen 
entsteht, die wihrend des Herauspraparierens der Warmbliiternetzhaut 
herrschen. Deshalb, und weil man nicht glauben kann, da® Kaltbliiter 
und Warmbliiter-Netzhaut in vivo einen verschiedenen Stoffwechsel 
typus haben, weil schlieBlich die aerobe Glykolyse aller anderen 
normalen Zellen nur bei Schaidigungen ihrer Atmung auftritt, mécht: 
ich aus meinen Versuchen schlieBen, daB der Stoffwechsel der Warm 
bliiternetzhaut in vivo ein reiner Oxydationsstoffwechsel ist; daB also 
die aerobe Glykolyse erst auftritt, wenn man die Warmbliiternetzhaut 
aus dem Kérper herausnimmt. 
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Abb. 2 
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Der Meyerhof-Quotient bei verschiedenen Temperaturen. 

Aus der vorstehenden Tabelle (letzte Spalte) sieht man, da®B der 
Veyerhof Quotient, der die Wirkung der Atmung auf die Girung 
miBt, in dem Gebiet nichtschidigender Temperaturen erheblich mit 
der Temperatur ansteigt. Abb. 2 ist eine graphische Darstellung dieses 
\nstiegs. 

Wie es scheint, handelt es sich hier nicht um eine Besonderheit der 
Netzhaut. Denn ebenso verhalten sich, wie ich fand. Hefezellen. Die 
folgende Tabelle enthalt die StoffwechselgréBen von Hefe, die zwischen 

3.5° und -+- 38° gemessen wurden. Der Meyerhof-Quotient steigt in 
diesem Temperaturgebiet von 0,8 bis 2,5, also auf das Dreifache 


Backerhefe in KH,PO,, 1% Glucose. 





Fempenwer ro oe qe | S-& 
¢ Vo, 
a5 2,7 5,2 7,4 OS 
0 44 5.4 + 11 1 

+10 18.6 + 28 + 56 15 
+20 48 + 67 +179 22 
+30 110 +- 167 +412 22 

37,5 159 160 4-555 25 


Experimentelles. 


Zur Gewinnung des Froschserums tétete ich die Tiere durch 
Schlag auf den Kopf, entnahm das Blut mit einer Spritze aus dem 
Herzen, lieBen es gerinnen und zentrifugierte. Dann wurde das Bi- 
carbonat bestimmt und nétigenfalls so viel Bicarbonat zugesetzt, daB 
die NaHCO,-Konzentration 2,5 . 10~* Mole/Liter war. Zucker. wurde 
immer zugesetzt, und zwar 2g pro Liter Serum 

Die Netzhiute wurden bei rotem Licht prapariert. Die Tiere 
wurden dekapitiert, die Augipfel herausgenommen und lings des 
Aquators aufgeschnitten. Dann wurden die Netzhaute mit einer Pinzette 
herausgehoben, mit Froschserum gespiilt und in die vorher mit Frosch- 
serum gefiillten Atmungstrége hineingebracht. Der Stoffwechsel wurde 
in bekannter Weise! gemessen, und zwar immer im Dunkeln. Zwei 
Protokolle folgen hierunter, das erste fiir eine Temperatur, bei der der 
Stoffwechsel normal ist (20°), das zweite fiir eine Temperatur, bei der 
die aerobe Glykolyse groB ist (40°). 


1 O. Warburg, Stoffwechsel der Tumoren. Springer 1926 


Biochemische Zeitschrift Band 204. 31 
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Stoffwechsel der 


Protokoll 1. 


Froschnetzhaut. 











Froschretina in Froschserum. 20°. Pro GefaéB drei Netzhaute. 
NS Bl are A B c 
Gasraum 5 Jy CO, in O, 5%, COs in O, 5°, CO, in N 
uber gluhendem Cy 
Oz befreit 
Volumina in com. . Up=15 tg =2,33 Up=0,5 Ug = 3,07 Up=0,5 Vy, 3 
GefaBkonstanten in | Ko, 0,222 ko, = 0,288 jRinger 0.384 
qmm > inger a CO, = 
| Keo; 0,349 | k; O = 0,330 
Ju Ju) 
) = 0,07 = 0,07 ‘ 3 0,12 
Sp Cc J p/ Cc A p/m 
*Serum == 0,454 Serum _ Serum - 2 
Koo, Ke. = 0,363 ky = 0,41 
Gewicht der Netz 
haute, trocken. . 4,64 mg 4,73 mg 4,50 mg 
Druckanderung 
in 15’ 11,5 mm — 3 mm - 31,5 mm 
15’ 12 - —35, -295 , 
nr | 
Vo, 4,55 
Os ' x ! No ' , 
Cy + 0,15 Vu + 11,3 
Q = —245 
Protokeli 2 
Froschretina in Froschserum. 40°. 
ee A B S 
Gasraum ..... 5 CO, in O» %  COxg in Oy » COzg in N 
ies elubendem Cu von 
dy befreit 
Volumina in com. . Up=4 Ug= 3,87 Ur= Vg = 6,91 Up=1 Ug= 64s 
GefaSkonstanten in | Ko, = 0,350 ko, = 0,608 jBinger — 9 61 
qmm -Ringer __ Ringer _. COs or 
| Kok = 0,566 ki = 0,660 2 
BAY Au Au 
= 0,0644 ( ) = 0,0894 ( }_ = 0,0890 
Bole JS p/m 1 p/m 


K _— = 0,823 
Gewicht der Netz. 


haute, trocken. . 3 Netzhaute 6,65 mg 


Druckanderung 
in 5’ + 24.5 
—_ + 23,5 
i = + 24 
Qo, —44 
Qe + 41,7 


Serum _»- 
ky = 0,749 
3 Netzhaute 5,17 mg 
+ 24 


+ 22,5 
+ 23 


Serum _ 
k u = 0,699 
2 Netzhaute 3,36 my 
18,5 


+ 16 
+ 16 


ey 
M. 


+ 42,2 
— 0,1 

















Stoffwechsel 
der Fischnetzhaut bei verschiedenen Temperaturen. 


Von 
M. Nakashima. 


(Eingegangen am 24. September 1928.) 


Zur Erginzung der Versuche von Kubowitz' teile ich einige Messun- 
gen des Stoffwechsels der Fischnetzhaut (Leuciscus rutilus) mit. Selbst 
in Ringerlésung fand ich den Stoffwechsel bis 30° normal, d. h. keine 
oder nur eine verschwindend kleine aerobe Glykolyse, wie die folgenden 


Zahlen zeigen: 





‘ N 
Vo, OY Cy 
10° — 2.0 0 + 48 (Mittel aus 2 Versuchen) 
20 5.5 + 0.6 + 15 — 
30 — 96 +10 + 29 = 6 


Steigert man die Temperatur iiber 35°, so tritt, geradeso wie in 
der Froschnetzhaut, eine groBe aerobe Glykolyse auf. Z. B. fand ich 
in vier Versuchen bei 37,5° im Mittel 





02 N 
Vo, Oy Vy 
28 + 27 + 60 


Anders als in den Versuchen von Kubowiiz ist hier die Atmung 
bei 37° nicht klein und wire nach ihrer GréBe imstande, die Garung 
zum Verschwinden zu bringen. Da dies nicht geschieht, so wird durch 
die Erwirmung in erster Linie die Pasteursche Reaktion gehemmt. 
Die Netzhaut ist also ein Objekt, in dem dieselbe Schiadigung, je nach 
der Tierart, aerobe Glykolyse erzeugt, entweder durch Hemmung der 
Atmung oder durch Hemmung der Pasteurschen Reaktion 


1 Vgl. die vorhergehende Mitteilung. 


31° 








4s) M. Nakashima: 


Dab bei 37° wirklich eine Schidigung der Zellen vorliegt, erken: 
man aus dem zeitlichen Abfall der Atmung und der anaeroben Garun, 
Beispielsweise fand ich bei 37.5° 





Os No 

@ be Vy Cw 

In den ersten 20’ . OS — 39 +- 23 + 48 

~ » sweiten 20’... 26 + 25 + 42 

. « dritten 20’ . : 19 25 L. 44 

» » Vierten 20’ : 19 28 + 37 

fiinften 20’ . fgoie 14 + 27 + 28 
Experimentelles. 


Die Fische wurden durch Schlag auf den Kopf getétet. Dan 
wurde der Bulbus herausgenommen. Unter leichtem Druck auf den 
Bulbus wurde der Sehnerv abgeschnitten und die Sklera nahe um die 
Hornhaut geéffnet, wobei die Linse und ein Teil des Glaskorpers heraus 
traten. Die Netzhaut und der Rest des Glaskérpers wurden mit einer 
Pinzette herausgehoben, die Netzhaut vom Glaskérper abgezogen und 
in Ringerlésung gespiilt. Die Ringerlésung enthielt statt 0,9 nur 0,79 °, 
Kochsalz, im iibrigen war sie zusammengesetzt wie fiir Stoffwechsel 
versuche mit Warmbliitergeweben !. 

Die Netzhiute wurden bei rotem Lichte prapariert. Ihr Stoff- 
wechsel wurde in der tiblichen Weise' manometrisch im Dunkeln ge 
messen. Ich lasse zwei Protokolle folgen. Protokoll 1 enthalt einen 
Versuch bei 20°, Protokoll 2 einen Versuch bei 37,5°. 


Protokoll 1. 


Netzhaut von Leuciscus rutilus, 20°. Ringerlésung, 0,2°%, Glucose. 





GetaB A. GetaB B. GefaB C. 
Volumina in com. .« Up 1,8 Ug 2,42 Up 05 Ug 3A Up 95 Ug 3,02 
GetaSkonstanten in Ko, 0,231 Ko,» 0,320 kno. O38! 
qmm Koo, 0,384 keg, 0.302 vo," 
Gewebegewichte . . 4,38 mg 4.32 mg 1,34 mg 
Gasraum...... 5 % CO, in Oy 5 %q COs in Og 5 Jo COxg in Ny 
mm mm mm 
10’ — 6,0 + 1,0 + 10,5 
10’ 7.0 + 1.0 + $8.5 
10’ 6.0 , 0 + 95 
10’ 6,5 0 + 9,0 
10’ 7,0 15 + 85 
10’ 5,5 0 + 95 
60’ H = — 38 h = + 0,56 h + 54,5 
"7 / O» 3 ( Ne a 
Yo, 7,05 Vy + 1, eM + 15,4 


1 O. Warburg, Stoffwechsel der Tumoren. Springer 1926. 
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Stoffwechsel der Fischnetzhaut bei verschiedenen Temperaturen 


Netzhaut von Leuciscus rutilus, 37,5°. 


Protokoll 2. 


Ringerlésung, 0,2 


48] 


2°, Glucose 





’ 


GefaB A 
jumina in ccm vp 4,0 Uy 4, 
jefaBkonstanten in | Ko. 0,434 
qmm | Kk, o., 0,641 
rewebegewichte 2.72 me 


rasraum . 


5CO, in O 


mm 

10’ + 3 \Vo, 
10 5 8.5 | 
10 4 Gh Vo 
10’ : F 
10’ + 11 i Yo, 
10’ 12.5 ; 
10 14.5 \Vo, 
AY 28 'O 

co 


GetaB B 


S4 vy 1.0 V_ 7,30 
ko, 0,687 
k 0, 0739 
2,20 mg 
5 CO, in ©) 
mm 
39 Gif + 23) 10 
Os ox! + 11,5 
26 Uy +; 4 11,5 
+ ») 
19 Vy 25 1 
a 14 
Id Gy +25; | 125 
14 Vy + 27} 25.5 


GetaB C 


1,5 Uy, 6,2 


CO 0.0626 
0,90 my 
CO. in N 
mim 
11,5 Vy $5 
10.5 N 
gn iy + 4 
+ 11,5 
YD ey 44 
11,0 N 
+ 6.5 Wy si 
13.5 vy rn | 








Ist die aerobe Glykolyse spezifisch fiir die Tumoren? 


Von 
Otto Warburg (Berlin-Dahlem). 
(Eingegangen am 24. September 1928.) 


Aerobe Glykolyse entsteht durch Hemmung der Atmung oder 
durch Hemmung der Pasteurschen Reaktion, allgemein also durch 
Stérungen der Atmung. Ich stelle im folgenden die bisherigen Ver 
suche zusammen, in denen aerobe Glykolyse durch Stérungen de: 
Atmung kiinstlich erzeugt oder als Folge einer von selbst eintretenden 
Atmungsstérung nachgewiesen wurde. 

1. Embryo. Reversible Hemmung der Atmung durch Blauséure 
Diese Zeitschr. 152, 309, 1924. 

2. Embryo. Irreversible Hemmung der Atmung durch Sauerstoff- 
mangel. Diese Zeitschr. 152, 309, 1924. 

3. Kernlose rote Blutzellen. Spontanes Sinken der Atmung bei 
Verlust des Kernes. Dabei Auftreten der aeroben Glykolyse. Dagegen 
keine aerobe Glykolyse in den kernhaltigen roten Blutzelleni, deren 
Atmung normal ist. Diese Zeitschr. 168, 121, 1925 

4. Embryo. Irreversible Hemmung der Pasteurschen Reaktion 
durch Ringerlésung. Diese Zeitschr. 165, 122, 1925. 

5. Embryo. Reversible Hemmung der Pasteurschen Reaktion 
durch Blausaure-Athylester. Diese Zeitschr. 172, 432, 1926. 

6. Embryonale Linse. Spontanes Sinken der Atmung bei der 
Verwandlung des Epithels in Stiitzgewebe. Dabei Auftreten der 
aeroben Glykolyse, die mit fortschreitender Umwandlung kleiner und 
schlieBlich Null wird. Diese Zeitschr. 197, 175, 1928. 

7. WeiBe Knochenmarkzellen. Irreversible Hemmung der Atmung 
durch Ringerlésung. Diese Zeitschr. 197, 175, 1928. 

8. Netzhaut. Hemmung der Atmung und der Pasteurschen 
Reaktion durch Erwirmen. Diese Zeitschr. die vorstehenden Arbeiten. 

Aus diesen Beispielen sieht man, daB die aerobe Glykolyse nicht 
spezifisch fiir die Tumoren ist. Im Gegenteil, in jeder Zelle entsteht 
bei Stérungen der Atmung aerobe Glykolyse. Wer nach Reaktionen 
von der Art der Wassermann-Reaktion sucht, mu durch Arbeiten 
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ittauscht werden, deren wesentlichstes Ergebnis nach der Ent- 
eckung des Tumorstoffwechsels — die Herleitung dieses Stoffwechsels 
is den Stoffwechselkomponenten des Normalen war. 

Wahrend aber normale Zellen, wenn sie aerob glykolysieren, 

iwrunde gehen!, bleibt die glykolysierende Tumorzelle nicht nur am 
Leben, sondern wichst unbegrenzt unter Ausnutzung der chemischen 
kraft der Glykolyse. 

Dié aerobe Glykolyse der Tumorzelle riihrt in jedem Falle von 
einer Stérung der Atmung her. In der Regel ist die Atmung der Tumor- 
zelle zu klein. Doch sind in den letzten Jahren? auch Tumorzellen 
mit groBer Atmung gefunden worden. Die Klassifizierung der Korper- 
vewebe nach der GréBe ihrer Atmung (nach dem Girungsrest l’) hat 
sich also nicht bewahrt und ist aufzugeben. 

Ob die Atmung der Tumorzelle groB oder klein ist, immer 
ist die aerobe Glykolyse vorhanden. Immer ist die Atmung insofern 
gestért, als sie nicht imstande ist, die Girung zum Verschwinden zu 
bringen. Die beiden Arten von Atmungsstérung, die man in normalen 
Zellen kiinstlich erzeugen kann Hemmung der Gréfe der Atmung 
oder Hemmung der Wirkung der Atmung —, kommen also in der Natur, 
in den Tumoren, vor. 


1 Anmerkung bei der Korrektur: Ein neues Beispiel, ahnlich dem Fall 
der embryonalen Linse, hat kiirzlich H. G. Crabtree in gewissen infektidsen 
Granulationen gefunden. Biochem. Journ. 22, 1289, 1928. 

2 0. Warburg, Verh. d. deutsch. Ges. f. innere Med. 40, 11, 1928. 





Uber den Nitratgehalt des Tabaks und iiber eine 
Fehlerquelle der bisherigen Bestimmungsmethode. 


Ve m 
Thales Andreadis (Saloniki). 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem. 


(Eingegangen am 25. Oktober 1928.) 


Zur Bestimmung von Nitrat im Tabak dient die bekannte gas 
volumetrische Methode, bei der mit ferrechlorid-haltiger Salzsiure dix 
Salpetersiure zu Stickstoff-monoxyd (NO) reduziert und dieses unter 
Fernhaltung von Luft unt ,‘“asser aufgefangen wird. Dieses Ver 
fahren, das fiir fermentierten«1 hak von Schlésing angegeben und von 
Wagner modifiziert ist, wird ir Kisslings' bekanntem Handbuch als 
einzige Methode angefiihrt. Bei Tabakuntersuchungen, die im Kaise: 
Wilhelm-Institut fiir Biochemie vorgenommen wurden, zeigte sich 
daB dieses Vorgehen eine Fehlerquelle in sich birgt, fiir die im folgenden 
die Erklarung gegeben wird; zugleich wird eine einwandfreie Analysen 
methode beschrieben. 

GemaB den Angaben bei Kissling wurde ein Tabakextrakt nach 
Kellners Vorschrift? bereitet, indem der trockene Tabak mit 40 °igem 
Alkohol ausgekocht wurde. Hierbei gehen alle Nitrate in den ver 
diinnten Alkohol iiber, aber auch Stoffe (s. unten), die die Anwesenheit 
von Nitraten vortiuschen. 

Bei der Analyse eines griechischen Tabaks (Argos) fiel es aut 
daB das entstandene Gas beim Zusammenbringen mit Luft weder 
braune Dimpfe lieferte, noch einen Geruch nach Stickstoff-dioxyd 
(NO,) annahm. Die qualitative Untersuchung des Gases ergab, dali 
fast reines Kohlendioxyd vorlag, dem nur Spuren Stickstoff-monoxyd 
beigemengt waren. ; 

Die weiteren Nitrat-bestimmungen erfolgten deshalb in der Weise 
daB das gebildete Gas nach der bekannten Verschrift unter Wasser 


\' A. Kissling, Handb. d. Tabakkunde, 5. Aufl., 1925, S. 93. 
2 O. Kellner. Landw. Versuchsst. 24, 450, 1880. 
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ufgefangen, das Volumen festgestellt und dann Kalilauge in die Gas- 
ieBréhre eingefiihrt wurde. Dabei verringerte sich in allen Versuchen 
as Gasvolumen um ein betrichtliches (s. 8. 489), ein Zeichen dafiir. 
daB tiberall CO, mit tibergegangen war. 

Woher stammt nun diese Kohlenséiure’ Arbeiten des hiesigen 
instituts! (Newberg, Kobel, Ottenstein) haben gezeigt, daB frischer sowie 
getrockneter als auch fermentierter Tabak bedeutende Mengen Pektin 
enthalt; nach den Untersuchungen von F. Ehrlich bildet eine kon 
densierte Galakturonsaiure das Skelett des Pektins?. Diese Uronsiure 
iber zerfaillt genau so, wie das schon seit langem fiir die isomere 
Glucuronsaure bekannt ist, bei Behandlung mit heiBer Salzsiure in 
Furfurol und gasférmige Kohlensaure: 


CgH,)0, = C,H,O, + CO, + 3H,O 


Dieses Pektin ist auch die Quelle der hier gefundenen Kohlensaure 
In 40°, igem Alkohol ist naimlich, wie ich mich tiberzeugt habe, Pektin 


gas keineswegs unléslich, wenn die Extraktion,. wie das fiir den Tabak 
p die vorgeschrieben ist, in der Siedehitze vorgenommen wird. Namentlich 
inter aber gehen beim Auskochen Abbaupredukte des Pektins in Lésung. 
Ver die im fermentierten Tabak angenor «<.) werden miissen; der Ein- 
von fachheit wegen ist im folgenden nur:¥o. ,,Pektin’ die Rede, und es 
) als wird darunter Pektin samt seinen Abbauprodukten verstanden. Befreit 
Lise) man die aus reinem Pektin gewonnene alkoholische Lésung durch 
sich Abdampfen vom Sprit, lést den Riickstand in heiBem Wasser und 
iden behandelt diese Fliissigkeit wie zur Nitratbestimmung mit eisenchloriir- 
sen haltiger Salzsiure, so entweicht Kohlensaure, und da zugleich Furfurol 


entsteht, so ist ihre Herkunft klar®. 
ach "a “2 -_ 
— Die Gegenwart des Pektins in den zu untersuchenden Tabak- 


Fen . ° *,2 , . 
B extrakten verrat sich auch durch positiven Ausfall der Naphthoresorcin- 


ver , ; : , mn 
, reaktion. Ich fallte die dunkle, wasserige Lisung des Tabakauszuges 
eit a oe we ' ; 
mit Bleiessig und stellte die Napthhoresorcin-reaktion sowohl mit 
; dem klaren, gelben Filtrat als auch mit der in Salzsiure gelésten Fallung 
au +» . —_ . o,2 ; 
; an. Der Bleiniederschlag gab in allen Fallen eine positive Pektin 
rder : : Cd " . 
reaktion. In den mit Bleiessig gefallten Extrakten selbst war die 
xyd . ‘ : : = 
i , Farbenreaktion nur dann sehr deutlich, wenn kein oder wenig Zucker 
da ; . 
vorhanden war. Dies entspricht alten Erfahrungen* und beruht darauf 
xvi 
% 1 CO. Neuberg und M. Kobel, Naturw. 10, 1182, 1926; diese Zeitsclir. 
- 179, 459, 1926; 190, 232, 1927; C. Neuberg und B. Ottenstein, diese Zeitschir. 
Sse! 197, 491, 1928. 


2 F. Ehrlich, Chem. Ztz. 41, 197, 1917. 
’ Auf Carbonate ist besonders zu priifen. 
4 C. Neubera, diese Zeitschr. 24, 436, 1910. 
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daB das Reagens Naphthoresorcin sich zwischen den eigentlich: 

Zuckerarten und den Uronsiéuren verteilt, wobei der unspezifisch: 
kein Spektralbild gebende Farbstoff aus Zucker den typischen Uror 

siure-farbstoff verdeckt. Keine Schwierigkeiten hat man bei 

Anstellung der Reaktion mit vollstaéndig fermentiertem, also zucke: 
freiem Pfeifen- und Zigarrentabak. In Extrakten von Tabaken, div 
viel Zucker enthalten (orientalischen Zigarettentabaken und besonder- 
den griechischen Sorten Argos und Xanthi), verriet sich die Anwesenheit 
von Zucker schon durch einen starken Ausfall der Fehlingschen Probe 
hier war es zur Anstellung der Naphthoresorcin-reaktion nétig, vom 
Zucker zu trennen. Das ist in hinreichender Weise méglich durch 
Behandlung mit Bleiessig und Ammoniak. Bei der groBen Verdiinnung 
fallen unter diesen Verhiltnissen die Pektinkérper, wihrend die be 
gleitenden echten Zucker nur unvollstindig niedergeschlagen werden 
Zerlegt man den unter diesen Umstanden erzeugten Bleiessig- Ammoniak- 
niederschlag mit Salzsiure, so erhalt man im Filtrat vom Bleichlorid 
nunmehr positiven Ausfall der erwahnten Uronsaure-reaktion. 


Auf die Gegenwart des Pektins deutet auch das bei der Nitrat 
bestimmung mit iibergehende Furfurol. Dieses list sich in Wasser 
und war darin durch Reaktionen mit Anilinacetat und Phenylhydrazin 
nachzuweisen. Wurde das Stickstoff-monoxyd iiber Kalilauge auf 
gefangen, so zeigte die Lauge eine gelbbraune Farbe, die durch ver- 
harztes Furfurol verursacht war. 

Eine quantitative Bestimmung der abgespaltenen Kohlensaure in 
dem Extrakt wurde nach der von Lefévre und Tollens! beschriebenen 
und fiir den Tabak bereits von Newberg und Kobel (1. c.) verwendeten 
Methode ausgefiihrt. Die Kohlenséiure wird danach gewichtsanalytisch 
im Kaliapparat bestimmt. Die Untersuchung der Absorptionsfliissigkeit 
ergab, daB salpetrige Siure mit in die Kalilauge iibergehen kann 
Es gelingt bei geringem Nitratgehalt des Extrakts, die Stickoxyde 
durch konzentrierte Schwefelsaure zuriickzuhalten (s. Tabelle V). Bei 
gréBerem Gehalt an Salpetersiure, die offenbar auch bei einfacher 
Destillation mit Salzsiure — ohne besonderen Zusatz von Ferrosalz 
durch die reduzierenden Bestandteile des Tabaks partiell zu salpetriger 
Saéure desoxydiert wird, mu8 man andere Methoden anwenden. 
beispielsweise die Oxydation der salpetrigen Saure durch saure Per- 
manganatlésung. , 

Man kann die Tabakextrakte durch eine Fillung mit Bleiessig 
reinigen und dadurch auch von der Hauptmenge des Pektins befreien. 
Wie die vorher argegebenen Reaktionen anzeigen, laBt sich aber das 


1 K. U. Lefévre und B. Tollens, B. 40, 4517, 1907. 
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gesamte Pektin nicht ausfillen'. Zu demselben Ergebnis fiihrten 
auch die mit dem gefallten Extrakt ausgefiihrten Nitratbestimmungen 
Das tiber Wasser aufgefangene Gas verringerte sich beim Einfiihren 
von Kaliumhydroxyd, wenn auch nicht in dem MaBe, wie bei den 
anfanglich mit ungefalltem Extrakt vorgenommenen Versuchen (siehe 
Tabelle II). 

DaB die von Kalilauge nicht absorbierte Gasmenge reines Stickstoff- 
monoxyd ist und der in dem Extrakt vorhandenen Salpetersiure 
entspricht, lehrten die in demselben Material ausgefiihrten Kontroll- 
bestimmungen mit Nitron, die ich, einem Ratschlag von C. Newberg 
folgend, angestellt habe. Es ist bekannt, daB Nitron mit Salpetersiure 
ein schwer lésliches Nitrat? bildet, das sich zur quantitativen gravi- 
metrischen Bestimmung von Salpetersdure eignet. 

Durch Fallung mit Nitron wurde zuniachst ein scheinbar héherer 
Nitratgehalt des Extraktes ermittelt als bei den volumetrischen Be- 
stimmungen. Der Nitron-nitrat-niederschlag war aber ziemlich dunkel 
gefarbt, und es lag darum die Vermutung nahe, daB noch Verunreini- 
gungen aus dem Tabak mitgefallt worden waren. Deshalb wurde die 
aus dem Extrakt erhaltene Fallung aus einem gemessenen Quantum 
Wasser so oft (ein- bis viermal) umkristallisiert, bis der bei der letzten 
Umkristallisation eingetretene Gewichtsverlust der Léslichkeit des 
Produkts entsprach. So wurde reines Nitron-nitrat gewonnen (siehe 
Tabelle IIl). Unter Beriicksichtigung des letzterwahnten Faktors 
stand die nun erhaltene Menge des reinen Nitron-nitrats durchaus 
im Einklang mit dem durch die modifizierte gasvolumetrische Methode 
ermittelten Nitratgehalt (s. Tabelle IV). 

Da das Nitron grobe Verunreinigungen des Tabakextrakts leicht 
mitfallt, eignet sich der urspriingliche dunkle Extrakt nicht fiir die 
gravimetrische Bestimmung mit Nitron. Nachdem aber nach den hier 
mitgeteilten Versuchen mit dem gereinigten Extrakt die gravimetrischen 
Analysen des Nitrats mit den volumetrischen iibereinstimmen, sofern 
man das Stickoxyd iiber Kalilauge auffangt, so geniigt es, die alte, bisher 
benutzte Schlésingsche Methode dahin abzuandern, da$ als Absperr- 
fliissigkeit fiir das Gas nicht Wasser, sondern Kalilauge verwendet 
wird. Fir die praktische Ausfiihrung der Bestimmungen empfiehlt 
es sich, das Stickoxyd tiber Wasser aufzufangen und nach Beendigung 
des Versuches Kalilauge in das GasmeBrohr einzufihren. 


1 Fiir die Bestimmung der absoluten Menge des Nitrats eignen sich 
aber solche mit Bleiessig gefallten Extrakte nicht, weil durch die seh 
voluminésen Niederschlage entweder ein langwieriges Auswaschen nétig 
wird, oder aber bei Entnahme von aliquoten Teilen die Volumenfehler zu 
groB werden. 

2 M. Busch, B. 88, 861, 1905. 
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Wie aus dem vorhergehend Gesagten hervorgeht, und wie m 
aus den Tabellen (s. 8S. 489) ersieht, sind die nach dieser Modifikativy 
erhaltenen Nitratwerte geringer als die nach der alten Methode 
fundenen und in der Literatur angegebenen'. Besonders gro} diirft, 
der durch die mitbestimmte Kohlensiure verursachte Fehler bei de 
Analyse nitrat-armer griechischer und tiirkischer Zigarettentabak: 
(s. 8.489) gewesen sein. Wohl sind schon friiher Zweifel tiber de 
hohen Nitratgehalt des Tabaks aufgetaucht, allerdings ohne kh 
griindung?. 

Es braucht kaum hervorgehoben zu werden, daB die hier gelten| 
gemachten Gesichtspunkte auch bei Bestimmung der Nitrate in anderen 
Pflanzen und Pflanzenpradparaten zu beachten sind; denn die Pektin 
sowie Uronsauren enthaltende Gummi- sowie Schleimarten und fh 
krusten sind in Vegetabilien weit verbreitet. 


Versuchsteil. 
I. Tabakextrakt. 


Der fiir die Nitratbestimmungen anzuwendende Tabakextrakt 
wurde folgendermaBen erhalten: Eine gewogene Menge getrockneter 
fein pulverisierter Tabak wurde mit der l0fachen Gewichtsmenge an 
40°, igem, mit Natronlauge schwach alkalisiertem Weingeist 1 Stund 
unter RiickfluB gekocht. Nach dem Abkiihlen wurde _ koliert 
zentrifugiert gewogen und gemessen. Ein aliquoter Teil des klaren 
Zentrifugats wurde dann auf dem Wasserbad bis fast zur Trockn 
verdampft, mit Wasser aufgenommen, filtriert, nachgewaschen uni 
auf ein bestimmtes Volumen aufgefiillt. Aus diesem ergibt sich dir 
in Kolumne 4 der Tabelle I angefiihrte Menge ,,Gesamtextrakt* fii 
das zur Extraktion verwendete Quantum Tabak. 


II. Nitratbestimmungen im Rohextrakt. 

Die Analysen wurden in bekannter Weise vorgenommen, indem 
die salzsaure Ferrochloridlésung im Reaktionskélbchen so lange erhitzt 
wurde, bis die Apparatur luftfrei war. Dann wurden je nach Nitrat 
gehalt 8 bis 100 cem (von Carbonaten freier) Extrakt durch einen 
Tropftrichter hinzugefiigt. Das bei weiterem, etwa einstiindigem Er 
hitzen® entwickelte Gas wurde in einem graduierten Rohre aufgefange: 

1 Nessler, Der Tabak, Mannheim 1867, und die Angaben bei Kissling 


le., S.59 und 90. 
2 A. Kissling, 


c., 3S. 59. 


®’ Die iibliche Forderung, so lange zu erhitzen, bis kein Gas mel: 
entweicht, ist nicht zu erfiillen, da die Gasentwicklung erst nach 3 bi- 
4 Stunden beendet ist. Der Versuch wurde deshalb stets nach | Stund: 
unterbrochen. Fiir die praktische Ausfiihrung der Nitratbestimmung ist 
1 stiindiges Erhitzen als ausreichend zu erachten. 
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d das Volumen nach Abkihlen auf Zimmertemperatur bestimmt 
eichzeitig wurde der Barometerstand festgestellt. Darauf wurde 
das Rohr Kalilauge eingefiihrt. 


Dies kann auf verschiedene Weise geschehen. Am einfachsten ver 
ndet man ein gewéhnliches, zugeschmolzenes Rohr, durch dessen offenes, 
Wasser tauchendes Ende man mit einer Pinzette ein Stabchen ge 

chmolzenes Kalrumhydroxyd einbringt. Man verschlieBt unter Wasser 
it einem vorher ausgekochten Gummistopfen, schiittelt mehrfach um 
ii entfernt wiederum unter Wasser den Gummistopfen. 

Praktisch ist es auch, ein unten abgesprengtes Azotometerrohr zu 
erwenden. Man braucht dann nur dessen Tubus mit 50°,iger Kalilauge 
mu fiillen und diese nach Herstellung eines Unterdrucks (Heben des Azoto 
meterrohres im Standgefa8) durch den Hahn langsam einflieBen zu lassen. 


Dabei verringerte sich das Gasvolumen um ein _ betriachtliches 
\ls keine weitere Volumenverminderung mehr eintrat, wurde die 
iibriggebliebene Gasmenge bei der gleichen Zimmertemperatur be- 
stimmt. Die Resultate dieser Versuche sind aus der Tabelle | zu ersehen 


Tabelle I. 





* * 4 ,’ ~ , ‘ Oo 
r Werte pore og wen: bon a “0 Tabak 
Nr Tabaksorte saa extra ree Wasser) KOH t I pon ne na 
g ccm ccm com | ccm . 
1 Kentucky 250 329,90 8 490 339 20 750 1,443 
2 Sumatra 250 263.2 10 382.5 16,4 20 750 0,447 
i Samsun 250 263.2 15 37.4 24,0 20 750 0,436 
4 | Nordamerik. 
Tabak 
(Oldenkott) 80 §6195,9 50 88.6 | 21,2 19 754 0,271 
5 Trapezunt 80 §=6©198.8) 100 53,0 37,7 19 754 0,245 
6 Xanthi Yaka 250 263.2 20 | 29,1 15.4 18 757 0,213 
7 Cavalla 89 1849) 75 16,0 8,0 18 757 0.065 
8 Maryland 100 2759 100 29.2 6.3 19 754 0,049 
y) Java 250 6579} 100 199 70 20 | 765 0,049 
10 Argos 250 263.2 30 28.5 4.7 18 757 0,043 
li Smyrna 80 §6.204.4 75 | «81,9 3,0 18 752 0,027 
12 Tachowa 100 2439! 100 255 409 19 | 748 0,025 


III. Nitrathestimmungen in mit Bleiessiq gefdlltem Extrakt. 

Je 100cem der Rohextrakte wurden so lange mit basischem Blei 
acetat versetzt, bis ein erneuter Zusatz dieses Reagens keine weitere 
Fillung hervorrief. Die zur vollstindigen Ausfillung von je 100 ccm 
der verschiedenen Tabakextrakte benétigten Mengen waren natiirlich 
ungleich. Nach Abzentrifugieren des Niederschlags erhalt man eine 
klare, gelbe Léisung, aus der das Blei quantitativ durch Schwefel- 
siure ausgefallt wurde (unter Vermeidung eines Uberschusses an 
Schwefelsiure). In dieser Liéisung wurde die Salpetersiure volu 


metrisch bestimmt. 
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a) Volumetrische Bestimmungen. 


Die N O-Bestimmungen in dem durch Bleiessig gereinigten Extrs\: 
wurden in gleicher Weise ausgefiihrt wie im Rohextrakt. Das ‘| 
wurde wieder zunichst iiber Wasser aufgefangen, nach Feststell: 
des Volumens wurde Kalilauge in das Gasmefrohr eingefiihrt wnd 
dann wurde die Abnahme des Gasvolumens ermittelt (s. Tabelle [| 


Tabelle II*. 





Angewandter on NO HNO, in 100 con 
Nr. | Tabaksorte ~~ liber Wasser) iiber KOH f p pele eeaate bee 
com com ccm g 

1 Kentucky 10 22.6 18,4 16 765 0,4924 
2 Sumatra 20 10,4 8,1 16 765 0,1084 
3 Samsun 40 27,4 22.6 16 765 0,1512 
4 Xanthi 60 14,7 8.5 19 757 0,0371 
5 Argos? 60 43 2.9 16 765 0,0129 


b) Gravimetrische Bestimmungen. 


Zur gravimetrischen Analyse wurde eine 0,05 bis 0,1 g Salpeter 
siure enthaltende Menge des gereinigten Extrakts verwendet (berechnet 
aus der volumetrischen Bestimmung). Die Konzentration der zur 
Fillung mit Nitron verwendeten Lésung wurde durch Verdiinnen 
oder Einengen auf 0,1 °%, N O; -Gehalt gebracht und dann nach der An 
gabe von Busch (l.c.) hei® mit Nitron in essigsaurer Lésung gefillt 
Zum Abfiltrieren des Niederschlags eignen sich die Schott schen Glasfilter- 
tiegel, GréBe 3/< 7/3, sehr gut. Der aus der erhaltenen Menge Nitron- 
nitrat berechnete Salpetersiuregehalt der Extrakte war héher als der 
durch die volumetrischen Bestimmungen gefundene. Da die dunkle 
Farbe des Niederschlags auf mitgefallte Verunreinigungen schlieBen 
lieB, kristallisierte ich das erhaltene Nitron-nitrat um. Um die durch 
die Léslichkeit des reinen Nitron-nitrats entstehenden Verluste bei 
Bestimmung der Ausbeute beriicksichtigen zu kénnen, war es er 
forderlich, die Léslichkeit des Nitron-nitrats bei 0° zu kennen. Da 
exakte Angaben dariiber nicht vorliegen, kristallisierte ich eine ge 
wogene Menge reines Nitron-nitrat aus einem bekannten Volumen 
Wasser um und bestimmte die bei 0° in der Mutterlauge gelést ge- 
bliebene Menge dieser Salpetersiureverbindung. Der aus der Differenz 


1 Die Werte dieser Tabelle sind nicht in Beziehung zu setzen zu 
den Zahlen der Tabelle I. da die fiir die Fallung des Rohextrakts erforderliche 
Bleiessigmenge, wie erwahnt, variierte und infolgedessen eine ungleich: 
Verdiinnung der Extrakte eintrat. 

® Bei der Analyse dieses Tabaks wurde nur 15 Min. erhitzt; vgl 
Anm. 3 auf 8S. 488. 
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les angewendeten und nach der Umkristallisation wiedergefundenen 
Nitron-nitrats erhaltene Wert stimmte mit dem durch Verdampfen 
der Mutterlauge erhaltenen Riickstand tiberein. Danach betragt die 
Léslichkeit des reinen Nitron-nitrats rund 25 mg in 100 ccm Wasser 
von 0°. Bei Umkristallisation des aus dem Tabakextrakt erhaltenen 
Nitron-nitrats trat, wie vorauszusehen, ein gréBerer Verlust an Aus- 
gangssubstanz ein als beim reinen Nitron-nitrat. Um zu dem wahren 
Werte der aus dem Tabak erhaltenen Salpetersiureverbindung zu 
gelangen, wurde die Umbkristallisation so lange wiederholt, bis die 
dabei erfolgenden Abnahmen der Léslichkeit des reinen Nitron-nitrats 
entsprachen. Bei Berechnung der Ausbeute wurde natiirlich der bei 
jeder Umkristallisation durch die Léslichkeit eingetretene Verlust in 
technung gesetzt. Die Ausbeuten, die nach den Umbkristallisationen 
erhalten wurden, sind aus der Tabelle III zu ersehen. 


Tabelle ITI. 





Verluste* : NO.H 
Zur Fallung Getundene “ia ' Ubrigs Ents 


i in 
benutzter Menge 2» bis 4 malig. Sebliebenes sprechende 109 ccm 
Nr. | Tabaksorte gereinigter rohes Nitrons (Umkristallie Teimes Nie Menge — sereinigtem 


Extrakt nitrat sation tronsnitrat* NO, H Extrakt 

ccm ru 2 ~ 8 ~ 
1 Kentucky 39 0.9514 0.0663 0.8851 0.1487 00,4957 
2 Samatra 80 0.5826 0,0621 0,5204 0.0874 0,1093 
3 Samsun 65 0.6374 0,532 0.5842 0.0981 0,1510 
4 Xanthi 100 0,3129 0,0878 0.2250 0,0378 0,0378 


* Unter Beriicksichtigung des entsprechend der Léslichkeit in der Mutterlauge zuriick- 
gebliebenen reinen Nitron-nitrats. 


In Tabelle LV sind die nach der volumetrischen und gravimetrischen 


Methode erzielten Werte nebeneinander gestellt. 


Tabelle IV. 





Getundene HNOsg in 100 com 
gereinigtem Extrakt 








Nr. Tabaksorte — — 
volumetrisch gravimetrisch 
£ £ 
1 EE, aval gk Ore. @ 8 Soe 0,4924 0.4957 
2 NA ng.” lege ig Gare igh @ 0,1084 0,1993 
3 i ee eT ae 0,1512 0.1510 
4 RS kd eee de” hiking tee oe 0,0371 0,0378 


Die daraus ersichtliche Ubereinstimmung der beiden Methoden 
zeigt also, daB man zu exakten Werten gelangt, wenn man die (S. 488) 
beschriebene volumetrische Methode anwendet. Die Verunreinigungen 
des Rohextrakts stéren dabei nicht, so daB man diesen ohne weiteres 
als Ausgangsmaterial fiir die Ermittlung der absoluten Werte ver- 


wenden kann. 
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Andreadis: Nitratgehalt des Tabaks. 


Anhang. 


Kohlensdurebestimmungen. 


Nachdem bei der quantitativen Ermittlung der aus 


abspaltbaren Kohlenséure eine 


siure, die vorher mit Kohlenséure gesittigt 


zu ersehen. 


T abe lle V. 


konzentrierter 
worden 
Mengen Tabak zur Bestimmung verwendet wurden. 
Versuche, die mit Kentuckytabak ausgefiihrt wurden, sind aus Tabelle \ 


war. 


Extra 


man 
Es gelang dies bei Durchleitung des yg 


wenn 


Untersuchung der Absorptionsfliissigk: 
ergeben hatte, daB salpetrige Saiure mit in die Kalilauge iibergegang 
war, wurde in Versuchen an Tabak selbst ausprobiert, wie 
quantitativ zuriickhalten kann. 
bildeten Gases durch zwei Waschflaschen mit Schwet: 
kleu 
Die Ergebnisse der 





Angewandte Menge 
Tabak 


5.0 
20 
2.0 


Nach dieser Modifikation wurde auch im Tabakextrakt die abspaltbar 
Kohlenséure bestimmt. 


Ohne Waschen des Gases 
mit konz. H, SO, 


co Nitritreaktion in der 
= Absorptionsflussig- 
. eit 

2,96 r 

2.88 

2,83 . 


Tabelle VI angegeben. 


T abe lle VI. 


Nach Waschen des Gases 


mit konz. H, SO, 


Co. Nitritreaktion in de 
. Absorptionsfliss), 
P keit 

2.54 + 

2.20 

2.31 





Cc 


Tabaksorte im Rohextrakt 
Kentucky 0.481 
Xanthi 0,316 


Die vorliegende 
forschung des Kaiser 


ausgefiihrt. Dem Direktor des Instituts, Herrn Professor C. Neuberg, und 


O, 

m gereinigten 
Extrakt 
0.123 
0.040 


Untersuchung wurde in det 


Abteilung 


Tabak - 


Die Ergebnisse der Analysen sind in der folgender 


Wilhelm-Instituts fiir Biochemie in Berlin-Dahlen 


der Abteilungsleiterin, Fraulein Dr. MM. Kobel, 


fiihle ich mich 


fiir 


dix 


Férderung, die sie meiner Arbeit haben angedeihen lassen, zu wirmsten 
Danke verpflichtet. 
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Darstellung 
von Silbersalzen der Hexosen-mono-phosphorsaure-ester. 


Von 


lritz Weinmann. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 1. Oktober 1928.) 


Fiir verschiedene Umsetzungen sind die Silbersalze der Hexosen- 
mono-phosphate wichtige Ausgangsmaterialien. 

Auf Veranlassung von C. Neuberg habe ich diese nicht ohne weiteres 
zuginglichen und bisher nicht bekannten Salze dargestellt. 


Silber-Salz des Neubergschen Hexose-mono-Phosphorsiure-esters. 


20 g Barium-Salz des sorgfaltig gereinigten Hexose-mono-phosphor- 
siure-esters! werden in 50 ccm Wasser gelist und mit der berechneten 
Menge Magnesiumsulfat versetzt. Dieses ist zuvor in wenig Wasser 
gelist. 12.47 g MgSO, .7 aq werden fiir das wasserfreie Ester-Barium- 
salz benétigt. Der Bariumsulfat-niederschlag wird abzentrifugiert und 
etwas nachgewaschen. Die Fliissigkeit, welche frei von Barium- und 
von Sulfationen sein mu$, wird in Eis gekihlt, mit einer ebenfalls 
eiskalten Léisung von 20g Silbernitrat (Uberschu8 von etwa 20°.) 
in 50 cem Wasser vermischt und rasch filtriert, sofern sich flockige 
Verunreinigungen abscheiden sollten. Unter Umriihren liBt man 
dann in das vierfache Volumen absoluten Alkohols einflieBen?. Das 
Silbersalz scheidet sich dabei in gut filtrierbarer Form ab. Es wird 
unter Dekantieren mit absolutem Alkohol so auf eine Nutsche gebracht, 
daBi alles Wasser voéllig verdringt ist. Dann ist sofort im braunen 
Vakuum-Exsikkator tiber Phosphorsdureanhydrid und Natronkalk zu 
trocknen. (Die iibrigen Arbeiten kénnen bei Tageslicht ausgefiihrt 
werden.) Man erhalt 19,3 g = 81°, der Theorie eines schwach gelben 


' C. Neuberg, diese Zeitschr. 88, 432,1918. 
* Die salpetersauren Salze des Silbers und Magnesiums lésen sich in 
Alkohol. 
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Pulvers, das sich leicht in kaltem Wasser list. Die Verbindung 
recht lichtbestandig, falls die Ausgangsmaterialien einwandfrei sin 
Beim Erhitzen der Lésung entsteht bald ein Silberspiegel 

Das Salz ist fiir priparative Zwecke rein genug. Um es fiir d 
Analyse von geringen Beimengungen an Magnesium-Verbindung 71 
befreien, list man es durch Aufstreuen auf wenig eiskaltes Wasser 
setzt nochmals starke Silbernitrat-Lésung hinzu und wiederholt dic 
Fallung nebst Auswaschung mit Alkohol. 

Die bei 18° und 0,2 mm getrocknete Verbindung erleidet bei 7s 
am Hochvakuum maBige Verfirbung, ohne nennenswert an Gewicht 
zu verlieren. 

0,1738 g Substanz verbrauchten bei der Titration nach Volhard 
7,30 ccm n/10 Ammoniumrhodanidlésung. 

0,8022 g Substanz ergaben (nach Entfernung des Silbers als Ag! 
und nach feuchter Veraschung) 0,1907 g Mg, P,O,. 

CgH,, 0; . PO,Ag,. Ber.: Ag = 45,53°,, P = 6,55°%,; 
(473,9) gef.: Ag= 45,31%. P= 6,63%. 


Silbersalz des Robisonsechen Hexose-mono-phosphorsiaure-esters. 


Das sorgfaltig gereinigte Barium-salz dieses Esters, der nach der 
Vorschrift von Newberg und Leibowitz! bereitet war, wurde in ganz 
analoger Weise in das Silbersalz verwandelt. Die Verbindung ist in 
Lésung etwas empfindlicher als das Silbersalz des isomeren Esters 
ist diesem aber sonst sehr ahnlich und verhalt sich auch beim Trocknen 
gleich. 

0,2138 g Substanz verbrauchten bei der Titration nach Volhard 
9,12 cem n/10 Ammoniumrhodanidlésung. 

0.4989 g Substanz ergaben 0,1139 g Mg, P,O,. 

CyH,,0;.PO,Ag,. Ber.: Ag = 45,53%, P = 6,55°,; 
(473,9) gef.: Ag — 46,02°%, P= 6,36%. 


1 OC. Neuberg und J. Leibowitz, diese Zeitschr. 184, 492, 1927. 
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Absolutes Absorptionsspektrum des Atmungsferments. 


(Berichtigung. Versuche iiber die photochemische Dissoziation 
des Eisenpentacarbonyls.) 


Von 
Otte Warburg und Erwin Negelein (Berlin Dahlem). 


(Eingegangen am 2. Januar 1929.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Herr Hyder, der im Berliner physikalisch-chemischen Institut tiber 
die photochemische Dissoziation des gasférmigen Eisenpentacarbonyls 
arbeitet, teilte uns mit, daB er pro Lichtquantum die Abspaltung von 
einem Molekiil CO findet, wihrend wir in Versuchen mit fliissigem 
Eisenpentacarbonyl pro Lichtquantum zwei Molekiile CO gefunden 
hatten'. Wegen der vorliegenden Unstimmigkeit haben wir unser 
Bolometer nachgeeicht. Dabei stellte sich heraus, daB durch ein Ver 
sehen beim Umbau des Bolometers die Lichtintensititen in den letzten 
Arbeiten? zu niedrig angegeben sind und alle mit dem konstanten 
Faktor 2,2 multipliziert werden miissen. Dadurch werden die absoluten 
Ausbeuten bei der photochemischen Dissoziation der Eisencarbony] 
verbindungen im Verhaltnis 1:2,2 kleiner, wahrend sich an den 
relativen Ausbeuten (Anderung der Ausbeuten: mit der Wellenlinge) 
nichts andert 


Wir geben zuniachst die korrigierten Ausbeuten fiir Kohlen 
oxyd-Hamochromogen und Kohlenoxyd-lFerrocystein an, und lassen 
dann die nunmehr notwendige Neuberechnung des absoluten Spektrums 
des Atmungsferments folgen. Es zeigt sich, daB dieses Spektrum noch 
besser mit dem Spektrum des Kohlenoxyd-Hamins iibereinstimmt 
als das friiher berechnete Spektrum. SchlieBlich teilen wir die Ver- 
suche iiber die photochemische Dissoziation des fliissigen Eisenpenta- 
carbonyls mit. 


' Vgl. Notiz in den Naturwissenschaften 16, 856, 1928. 
2 Diese Zeitschr. 198, 339, 1928; 200, 414, 1928; 202, 202, 1928. 
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I. Photochemische Dissoziation des Kohlenoxyd-Pyridin-Himochromogens. 
Die friiher angegebenen Héchstwerte! waren 
Mole CO 
Mole Quanten 
Mole CO 
Mole Quanten 


fiir A 546: 1,74, 


fiir A 436: 1,80. 


Dividieren wir diese Werte durch 2,2. so erhalten wir 
Mole CO 
Mole Quanten 
Mole CO 
Mole Quanten 


fiir A 546: 0,79. 
fiir A 436: 0,82. 


II. Photochemische Dissoziation des Kohlenoxyd-Ferrocysteins. 
Der friiher angegebene Héchstwert! war 
Mole CO 
Mole Quanten 


fiir 4 546: 4.06, 


Dividieren wir diesen Wert durch 2.2, so erhalten wir 
Mole CO 2 
Mole Quanten am L508: 196: 
An Stelle der alten Gleichungen 
2FeCO + Lhy=2Fe- 2;CO (fir CO-Pyridin-Hamochromogen } 
2 Fe(CO), + Lhy = 2 Fe +- 4CO (fiir CO-Ferrocystein) 
treten also die Gleichungen 
FeCO  Lhy Fe + CO (fiir CO-Pyridin-Hamochromogen) 
Fe(CO), + Lhe Fe 2 CO (fiir CO-Ferrocystein) 


Ill. Absolutes Absorptionsspektrum des Atmungsferments. 


Die alte Gleichung? zur Berechnung der absoluten Absorptions- 
koeffizienten £8 des Atmungsferments war 


ab Np, Na N,hv 
p We ered eae — 


, 


+ 


wo der Faktor 1/2 von der Annahme herriihrte. dai 1 hy zwei Atome 
Carbonyleisen spalte. Dieser Faktor fallt nunmehr fort, so daB die 


Gleichung lautet 
" nN», Na N,hv 
p == ( i = — i _ ) ‘O° : ° 


Np Na t 


1 Diese Zeitschr. 200, 414, 1928. 
2 Ebendaselbst 202, 202, 1928, Gleichung 61. 
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Um hieraus f zu berechnen, haben wir fiir ,, nz und @ die friiher 
angegebenen Werte einzusetzen, die Lichtintensitaten ¢ aber mit dem 
Faktor 2,2 zu multiplizieren. Die so berechneten £-Werte folgen hier- 





unter : 

Wellenlange 3 B 
je , neuberechnet fruher Gea 
366 0,36 . 10° (0,40 . 10%) 
405 0,56 . 10° (0,61 . 10°) 
436 8,00. 10° (3,30 . 108) 
492 0,12. 10° (0,13 . 10°) 
546 0,26 . 10° (0,29 . 10°) 
578 0,28 . 10° (O31. 10°) 
615 0,20 . 108 (0,22 . 10°) 
685 0 0 


In Abb. | ist das neuberechnete Spektrum des Ferments neben 
dem Spektrum des Kohlenoxyd-Hamins dargestellt. 
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Abb. 1 
Absolute Lichtabsorptionskoeffizienten 3 der Kohlenoxydverbindung des Atmungsterments (ge- 
strichelte Linie) und des Kohlenoxydhimins (ausgezogene Linie). Die Dimension von 7 ist 
qcem 
Grammatome Fe 


IV. Photochemische Dissoziation des Eisenpentacarbonyls. 

Eisenpentacarbonyl der Badischen Anilinfabrik wurde im Vakuum 
destilliert. Je 2 cem der gelblichen Flissigkeit wurden in zwei Quarz- 
gefaBe (Abb. 2) eingefiillt. Die Grundflache der Gefabe betrug 5,3 qem, 
die Héhe der Eisencarbonylschicht also 0,38cm. Die GefaiBe wurden 
durch Schliff mit einem Differentialmanometer verbunden (Sperr- 
fliissigkeit Capronsaure), die Gasriume mit sauerstofffreiem Argon 
gefiillt. Die mit dem Manometer verbundenen Gefifbe wurden in einen 
auf 18° einstehenden, verdunkelten Wasserthermostaten eingehangt und 
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so schnell geschiittelt, daB die Quarzperlen rotierten. Waren Dru 
und Temperaturausgleich eingetreten, so wurde das eine der beid 
GefaBe einige Minuten monochromatisch mit Licht von gemessen 
Intensitat belichtet, verdunkelt und nach 2 Minuten Dunkelzeit 
durch die Bestrahlung erzeugte positive Druck abgelesen. Die 
Dunklen auftretenden kleinen Druckinderungen wurden durch Beo! 
achtung von Vor- und Nachperioden eliminiert. Eine Riickreakti: 
der Spaltungsprodukte haben wir nicht beobachtet. Naheres ergil) 
sich aus dem Protokoll am SchluB. 








E Q 
Abb. 2. 
Q: Quarzperle. E: 2 ccm Eisenpentacarbonyl. Im Gasraum: Argon 


Die Ausschlige beim Belichten waren von der GréBenordnung 
einiger Millimeter und wurden mit einem Kathetometer- Doppelmikroskop 
mit einem Fehler von 0,05 mm abgelesen, 1 mm Druckanderung war 
aiquivalent 1,87 emm CO (0° 760 mm). 

Die Lichtquelle war eine Quecksilberdampflampe, deren Strahlung 
mittels eines von der Firma Dr. Leiss gebauten Quarzmonochromators 
(Flichen der Prismen 9.9cm) zerlegt wurde. Die Breite des 
Eintritts- und Austrittsspaltes betrug 1,5 mm. 

Die Lichtabsorption durch das Eisenpentacarbonyl war voll 
stindig, so daB wir die absorbierte Energie gleich der eingestrahlten 
setzen konnten. 

Die Ergebnisse waren: 





= = = —————————— 


Wellenlinge| 7 Abgespaltenes CO .—_ mm Mole CO 
aoe aa cum Y cal Mole Quanten 
254 1,63 . 10-? 3,25 199 0,99 
300 1,88 . 10-3 4,36 232 0,98 
366 2,36 . 10-2 6,00 254 0,88 
436 1,56 . 10-# 4.46 286 0,83 


DPentaks,tli 
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